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Descricédo

Método eficiente para exdo (44) saltando distrofia muscular

duchenne e meios associados

Campo da invencédo

A invencdo refere-se a um campo de genética, mais
especificamente genética humana. A invencdo em particular
refere-se a uma modulacdo de juncdo do gene humano duchenne

de distrofia Muscular.

Antecedentes

Miopatias sdo doencas gque resultado assenta na degradacdo
funcional de musculos. A distrofia muscular (MD) refere-se a
doencas genéticas que sédo caracterizadas pelo facto de que a
fraqueza progressista e a degeneragdo de masculos
esqueléticos. A distrofia muscular duchenne (DMD) e a
distrofia muscular Becker (BMD) sdo as mails formas mais
comuns distrofia muscular na infédncia. Elas sdo doencas
recessivas porque o gene responsavel de DMD e BMD residem no
cromossoma de X, estas mutacdes principalmente afetam os

machos com uma incidéncia de cerca 1 em 3500 rapazes.

Os DMD e BMD sédo provocados por defeitos genéticos no DMD da
distrofia do gene que codifica, um misculo proteicos que esté
requerido para interacdes entre o citoesqueleto e a matriz
extracelular para manter estabilidade de fibra muscular
durante a contracdo. O DMD é um severo, transtorno
neuromuscular letal dando como resultado uma dependéncia em

suporte de cadeira de rodas antes da idade de 12 anos e os
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pacientes DMD frequentemente morrem antes da idade de trinta
anos devido deficiéncias respiratérias - ou insuficiéncia
cardiaca. Pelo contrario, os pacientes BMD frequentemente
ficam em ambulatdério até uma vida tardia, e tém expetativas
de vida normal. O DMD nas mutacdes do gene de distrofia séo
caracterizados pelo facto de que a estrutura que desloca as
insercdes ou delecdes ou mutilacdes pontuais sem sentido,
dando como resultado a auséncia de distrofia funcional. BMD
mutacdes em geral mantem o marco de leitura intato, que

permite a sintese de uma distrofia parcialmente funcional.

Diferentes tratamentos possiveis tém sido a ser investigados
nos ultimos 20 anos, incluindo mioblasto-transplante, terapia
genética apontada com ADN, e mediado com anti sentido de exé&o
saltitante (van Deutekom and Ommen, (2003), Nat. Ver. Genet.,
4(10):774-83 )). Mediado com anti sentido o exdo saltitante
em mutagdes de fora do quadro de transformacdo apresentado em
DMD pacientes com estrutura de BMD com mutacdes que ddo por
resultado a sintese de um pelo menos distrofia funcional
parcial, que prolongard a viabilidade dos misculos (Aartsma-

Rus and wvan Ommen, (2007), ARN, 13(10): 1609-24).

Exdo saltitante pode ser 1nduzido por oligonucleotidos de
anti sentido (AON) dirigidos contra o doador de Jjuncdo ou
sitio de aceitacdo de juncdo envolvida no processo enzimatico
de ligacgdo de exdo, ou contra sequéncias internos de exdo. Em
geral, o doador de Jjuncdo e lugares de aceitacdo de Jjuncgéo
compreendem sequéncias conservadas e objetivos destas
sequéncias gque tem o risco inevitdvel de co-lugares de jungdo
objetivo de exdes adicionais de DMD ou outras transcrigdes de

gene.
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O exdo 44 do DMD gene consiste em 148 pares de bases. O
terapéutico saltitante de exdo 44 devolveria o marco de
leitura correto em DMD aos pacientes com delecdes incluindo
mas ndo limitado para exdes 03-43,05-43,06-43,10-43,13-43,14-
43,17-43,19-43,28-43,30-43,31-43,33-43,34-43,35- 43,36-43,37-
43,38-43,40-43,41-43,42-43, 43, 45,45-54, e 45-68, ou com uma
duplicacédo de exdo 44. Além disso, para alguns DMD pacientes
as mutacdes sdo de tal maneira que o simultdneo saltitante de
uns ou mais exdes sdo requeridos além do exdo 44 saltitantes
para devolver o marco de leitura. Exemplos limitantes de tais
mutacdes sdo sem sentido as mutilagdes pontuais nos exdes
flanqueantes 43 ou 45, requerendo exdo 43+44 saltitante ou
exdo 44+45 saltitantes respetivamente. @) mencionado
anteriormente mutacdes totais ocorrem em cerca de 6-8 % de
todos os DMD pacientes. A maioria de proteinas de distrofia
resultante serdo no dominio da haste central da proteina,
deixar o N-terminal essencial actino-unido dominio e a uniéo
de dominio C-terminal para distrobrevina e sintrofina, e o?-

distroglicano-C-terminal dominio rico-cisteina, intato.

Descricédo

A presente divulgacdo identifica quatro regides diferentes em
exdo 44 que sdo particularmente adequadas para induzir
saltitantes de exdo 44. A divulgacdo fornece assim um método
para modular a Jjuncdo de exdo 44 do gene de DMD numa célula,
o método que compreende o fornecimento da dita célula com uma

molécula que enlaca numa sequéncia de nucledtidos que

compreende o) bilhete de sequéncia n°. 1: 5'-
GUGGCUAACAGAAGCU; bilhete de sequéncia n°. 2: 57—
GGGAACAUGCUAAAUAC, bilhete de sequéncia n°. 3: 5'"-

AGACACAAAUUCCUGAGA, ou bilhete de sequéncia n°. 4: 5'-
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CUGUUGAGAAA. Esta molécula preferencialmente liga-se ou é
complementaria para gqualquer sequéncia N°: 1, 2, 3, ou 4
quando o bilhete de sequéncia NO:1, 2, 3, ou mais ¢é

apresentado dentro do exdo 44 do DMD pré-ARNM.

Em toda parte da aplicacdo, a expressdo "pular induzido" é

sinbébnimo de "modulado splicing".

Foi encontrada uma molécula que enlaca a uma sequéncia de
nucledétidos que compreende bilhete de sequéncia SEQ ID NO. 1:
5'"-GUGGCUAACAGAAGCU; SEQ ID NO. 2: 5'-GGGAACAUGCUAAAUAC, SEQ
ID NO.3: 5'- AGACACAAAUUCCUGAGA, ou SEQ ID NO.4: 5'-
CUGUUGAGAAA resulta numa eficdcia alta de saltitante de exdo
44 em células fornecidas de esta molécula. Além disso,
nenhuma das sequéncias indicadas ¢é derivada de partes
conservadas de lugares de conjungdo de juncgéo.
Consequentemente, a dita molécula ndo é uma juncgéo
diferencial possivel a mediano de outros exdes do DMD pré-
ARNM ou ex®es de outros genes. Adicionalmente, outro
(imune) toxiciti é preferencialmente evitado para se evitar
CpG pares na molécula gque enlaga a uma sequéncia de

nucledétidos como aqui definido.

O exdo saltitante refere-se a inducdo numa célula de um ARNM
amadurecido que nédo conte com um exdo particular gque esté
presente normalmente ali dentro. O exdo saltitante é
conseguido subministrando uma célula expressa do pré-ARNM do
dito ARNM, com uma molécula capaz de fazer interferéncia com
sequéncias tais como, por exemplo, o doador de Jungdo ou
sequéncia do aceitante de juncdo tem requerido para permitir
O processo enzimdtico de jungdo, ou que estd capaz de fazer a

interferéncia com um sinal de inclusdo de exdo requerido para
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reconhecimento de um esticar de nucledtidos como um exdo para
ser incluido no ARNM. O termo pré-ARNM refere-se a um néo-
processado ou ARNM processado parcialmente que estéa
sintetizado de uma forma de ADN no nlUcleo da célula por

transcricédo.

Certos métodos da invencéo aliviaréa uma ou mais
caracteristicas de uma célula miogenica ou célula muscular de
um DMD doente com deleg¢des incluindo, mas ndo limitados para,
exbes 03- 43,05-43,06-43,10-43,13-43,14-43,17-43,19-43,28-
43,30-43,31-43,33-43,34-43,35-43,36-43,37-43,38-43,40-43,41-

43,42-43, 43, 45,45-54, e 45-68, ou com uma duplicacdo de
exdo 44. Além disso, a remocdo de um exdo flangueante, tal
como, por exemplo, exdo 43 ou exdo 45, por causa da uma
mutilacdo pontual sem sentido no exdo flangqueante, quer dar-
se por resultado uma cdépia fora da estrutura. O adicional
saltitante de exdo 44, em combinacdo com o saltitante do exdo
flanqueante, devolverd o marco de leitura do gene DMD em
células miogenicas ou células musculares de DMD pacientes.
Exemplos ndo exaustivos de tais mutac¢des sdo sem sentido de
mutilagdes pontuais nos exdes flanqueantes 43 ou 45,
requerendo o exdo 43+44 saltitante ou exdo 44+45 saltitante

respetivamente.

Numa forma de realizacdo, um método da invencdo pode também
aliviar um ou mais caracteristicas de uma célula miogenica ou
célula muscular de um forte BMD doente, as caracteristicas de
um suave BMD doente. As caracteristicas de uma célula de um
DMD ou BMD doente incluem o aumento da captacdo de calcio por
células musculares, aumento da sintese de colagénio,
morfologia alterada, biossintese de lipideo alterado, aumento

da tensdo oxidante, e/ou sarcolema danificada. Formas de
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realizacdo preferidas de um método da invencdo sdo depois

definidas aqui.

Numa forma de realizacdo de acordo com a divulgacdo, uma

molécula conforme aqui definido pode ser uma molécula de
composto que enlaca e/ou € complementdria a sequéncia
especifica, ou uma proteina tal como uma proteina de unido de
ARN ou um dedo de =zinco natural proteico que tenha sido
modificada para poder enlacar com a sequéncia de nucledtidos
indicada num ARN molécula. Métodos para selecionar moléculas
de composto que enlacam sequéncias de nucledtidos especificos
sdo, por exemplo, descritos em PCT/NL01/00697 e patente
estado wunidense 6,875,736, que sdo aqui incorporados por
referéncia. Métodos projetando ARN-proteinas de dedo de zinco
de unido gque enlacam sequéncias de nucledétidos especificas
sdo descritos por Friesen e Darby, natureza estrutural
biologia 5: 543- 546 (1998) que ¢é aqui incorporada por
referéncia. Unido para uma da sequéncia especifica SEQ ID NO:
1, 2, 3, ou sequéncia 4, preferencialmente no contexto de
exdo 44 de DMD pode ser avaliada através de técnicas
conhecidas por um técnico especializado. Uma técnica

preferida de acordo com a divulgagdo ¢é o ensaio de

deslocamento de mobilidade do gel como se descreve em EP 1

619 249. Numa forma de realizacdo preferida de acordo com a

divulgacdo, uma molécula é dito para enlacar com uma das
sequéncias especificas assim que uma unido da dita molécula a
uma sequéncia de sequéncia etiquetada SEQ ID NO.1, 2,3 ou 4 é
detetavel num ensaio de deslocamento de mobilidade de gel.
Alternativamente ou em combinacdo com a forma de realizacédo
precedente, uma molécula ¢é um oligonucleotidos dque ¢é
complementdrio ou substancialmente complementdrio para SEQ ID

NO.1l, 2, 3, ou 4 ou parte da mesma como aqui definido. O
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termo complementdrio "substancialmente" usado neste contexto
indica que uma ou duas desadaptacdes podem ser permitidas
visto que a funcionalidade, por exemplo, induzindo

saltitantes de exdo 44, sdo ainda aceitaveis.

A divulgacdo fornece um método para projetar uma molécula,
preferencialmente num oligonucleotidos capazes de induzir o
saltitante de exdo 44 do gene de DMD. Primeiro o dito
oligonucleotidos é selecionado para enlacar com um de SEQ ID
NO.1, 2, 3, ou 4 ou partes como aqui definido anteriormente.

Posteriormente, num método preferido da divulgacdo pelo menos

de um dos aspetos seguintes tem de ser tido em conta para o

desenho, melhorando da dita qualquer outra molécula:

- a molécula ndo contem um CpG,
- a molécula ndo contem um motivo de quarteto de g,
- a molécula foli aceite pela ARN cinética de unido e/ou

propriedades termodindmicas.

A presenca de um CpG num oligonucleotidos ¢é normalmente
associada com um aumento de imunogenicidade do dito
oligonucleotidos (Dorn e Kippenberger, Curr Opin Mol Ther
2008 10(1) 10- 20 )). Este aumento da imunogenicidade ¢&
indesejado uma vez que pode induzir a descomposicdo de fibras
musculares. A imunogenicidade pode ter constatado num modelo
animal para valorizacdo da presenca de CD4+ e/ou CD8+ células
e/ou mononucleocitos inflamatérios de infiltracdo em biopsia
muscular do dito animal. Imunogenicidade também pode ser
constatada em sangue de um animal ou de um ser humano tratado
com um oligonucleotidos da invencdo para detetar a presenca
de um anticorpo neutralizante e/ou um anticorpo que reconhece

o dito oligonucleotidos usando um imuncensaio standard
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conhecido do técnico especializado. Um aumento em
imunogenicidade pode ter sido constatado para detecdo da
presenca de uma quantidade <crescente de um anticorpo
neutralizante ou um anticorpo que reconhece o) dito

oligonucleotidos usando um imunoensaio standard.

Um oligonucleotidos que compreende um motivo de G-quarteto de
que tende a formar um quadruplex, um multimero ou um agregado
formado pelo Hoogsteen em emparelhamento de bases de quatro
oligonucleotidos mono catendrios (Cheng and Van Dyke, Gene.
1997 Sep 15,197 (1-2):253-60), o qual é naturalmente néo
desejado: como um resultado da eficiéncia dos
oligonucleotidos é esperado para ser diminuido. A
multimerizacdo ou agregacdo é preferencialmente constatada
por polipoliacrilamida standard ndo-desnaturalizada das
técnicas de eletroforese de gel conhecidas de um técnico
especializado. Numa forma de realizacdo preferida, menos que
20% ou 15%, 10%, 7%, 5% ou menos de uma quantidade total de
um oligonucleotidos da divulgacdo tem a capacidade para
multimerizar ou agregar o constatado usando o ensaio acima-

mencionado.

A divulgacdo permite projetar um oligonucleotidos com
aceitdvel ARN de <cinética de unido e/ou propriedades
termodindmicas. O ARN de cinética de unido e/ou propriedades
termodindmicas sdo pelo menos determinadas em parte pela
temperatura de fusdo de um oligonucleotidos (Tm; calculadas
com o oligonucleotidos de calculadora de propriedades

(www.unc.edu/?cail/biotool/oligo/index.html) para ono

catenario ARN usando o Tm basico e o modelo de vizinho), e/ou
a energia 1livre do AON-objetivo exdo complexo (usando ARN

versdo de estrutura 4.5). Se um Tm é também alto, o
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oligonucleotidos ¢é esperado para ser menos especifico. Uma
energia livre e Tm aceitdvel vdo depender da sequéncia do
oligonucleotidos. Consequentemente, ¢é dificil de dar gamas
preferidas para cada um destes pardmetros. Um Tm aceitéavel
pode ser disposto entre 35 e 65°C e uma energia livre

aceitavel pode ser disposta entre 15 e 45 kcal/mol.

De acordo com a divulgacdo, o técnico especializado pode

consequentemente primeiro escolher um oligonucleotidos com um
potencial terapéutico composto como unido e/ou sendo
complementdrio para SEQ ID NO:1, 2, 3, ou 4 de exdo 44 ou
suas partes como definido aqui. O técnico especializado pode
controlar os oligonucleotidos e é capaz de enlacar com as
ditas sequéncias como aqui definido anteriormente.
Opcionalmente numa segunda fase, ele pode usar a 1invencgdo
para mais otimizar o dito oligonucleotidos para controlo da
auséncia de CpG, a auséncia de um motivo de gquarteto de g,
e/ou para otimizacdo da sua energia Tm e/ou livre do AON-
objetivo complexo. Ele pode tentar desenhar um
oligonucleotidos no qual o CpG e/ou o ndo G-quarteto motivo
de estar presente e/ou em gue uma energia Tm mais aceitavel
e/ou livre ser obtidos para eleger uma sequéncia diferente de
exdo 44 (por exemplo SEQ ID NO:1, 2, 3, ou 4) ao qual o
oligonucleotidos ¢é complementdrio. Alternativamente, se um
oligonucleotidos complementadrio esticar dentro de SEQ 1ID
NO:1, 2,3 ou 4 de exdo 44, compreende um CpG, um G-quarteto
de motivo e/ou ndo tém uma energia aceitdvel Tm e/ou livre, o
técnico especializado pode melhorar qualquer destes
parémetros para diminuir o comprimento do oligonucleotidos,
e/ou para eleger um diferente dentro qualquer da segquéncia
SEQ ID NO: 1, 2, 3, ou 4 ao gqual o oligonucleotidos ¢é

complementdrio e/ou para alterar a quimica do
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oligonucleotidos.

Como um exemplo, se um elege SEQ ID NO:1, diferente
oligonucleotidos que eram projetados e que foram encontrados
para enlacar esta sequéncia: SEQ ID NO: 5, 49, e 54. O
oligonucleotidos gque compreende SEQ ID NO:5 foi encontrado
para ter a mais 6tima ARN cinética de unido e/ou propriedades
termodindmicas, tals como a malis Tm Otima. Quando nds
testamos a funcionalidade destes oligonucleotidos para
induzir o saltitante de exdo 44, foi confirmado gque um
oligonucleotidos que compreende SEQ ID NO:5 é o mais eficaz
destes quatro oligonucleotidos. Cada um destes
oligonucleotidos ¢é funcional no sentido da invencdo. No
entanto, um oligonucleotidos que compreende SE-Q ID NO:5 é o
mais preferencial oligonucleotidos identificado que enlaca

e/ou é complementario para SEQ ID NO:1.

Em qualquer fase do método, um oligonucleotidos da divulgacgdo
é preferencialmente um oligonucleotidos, que é para além
disso capaz de exibir um nivel aceitdvel de uma atividade
funcional. Uma atividade funcional do dito oligonucleotidos é
preferencialmente para induzir o saltitante de exdo 44 do DMD
gene a uma certa amplitude, para prover um individual com uma
distrofia funcional com proteico e/ou ARNM e/ou pelo menos
decrescente em parte da producdo de uma distrofia aberrante
com proteico e/ou ARNM. Cada uma destas caracteristicas é
depois disso aqui definido. Tal atividade funcional pode ser

medida num tecido muscular ou numa célula muscular de um

individual ou invitro numa célula. A avaliacéo da
funcionalidade pode ser realizada num nivel ARNM,
preferencialmente usando RT-PCR. A avaliacdo da

funcionalidade pode ser realizada num nivel ©proteico,
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preferencialmente usando anadlise da mancha ocidental ou
andlise de Imunofluorescéncia de seccgdes cruzadas. Numa forma
de realizacdo preferida da divulgacdo, um oligonucleotidos é
dito para induzir o saltitante de exdo 44 de um gene de DMD,
testado guando numa célula muscular de um DMD doente, por RT

PCR, o exdo 44 saltitante a percentagem ser de pelo menos
30%, ou pelo menos 35%, ou pelo menos 40%, ou pelo menos 45%,
ou pelo menos 50%, ou pelo menos 55%, ou pelo menos 60%, ou
pelo menos 65%, ou pelo menos 70%, ou pelo menos 75%, ou pelo
menos 80%, ou pelo menos 85%, ou pelo menos 90%, ou pelo

menos 95%, ou 100%.

Numa forma de realizacdo preferida, tal oligonucleotidos é
preferencialmente um medicamento. Mais preferencialmente, o
dito medicamento ¢é para prevencdo ou tratamento DUCHENNE
distrofia Muscular ou Becker distrofia Muscular num
individual ou num doente. Como aqui definido um DMD pré-ARNM
preferencialmente significa que o pré-ARNM de um gene de DMD
de um DMD ou BMD doente. Um doente ¢é preferencialmente
destinado para significar um doente com DMD ou BMD ou um
doente susceptivel para tornar-se DMD ou BMD devido aos seus

antecedentes genéticos.

No caso de um DMD doente, um oligonucleotidos usado
preferencialmente correto pelo menos numa das DMD mutagdes
como presentes no gene DMD do dito doente e consequentemente
preferencialmente criardo uma distrofia que parecerdo um BMD
distrofia: a dita distrofia preferencialmente serd uma

distrofia funcional como depois disso aqui definido.

No caso de um BMD doente, um oligonucleotidos como usado

preferencialmente correto pelo menos um do BMD de mutagdes
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como presentes no gene DMD do dito doente e consequentemente
preferencialmente criardo um, ou mais de um, distrofia, que
serd mais funcional gque a distrofia que foil originalmente
presente no dito BMD doente. Ainda mais preferencialmente, o
dito medicamento tem aumentado a producdo de um funcional ou
distrofia funcional com mais proteico e/ou ARNM e/ou pelo
menos em parte diminui a produgdo de uma aberrante ou
distrofia menos funcional e tem proteico e/ou ARNM num

individual.

Preferencialmente, um método da invencdo aumenta a producédo
de uma distrofia mais funcional que tem proteico e/ou ARNM
e/ou diminui a producdo de um aberrante ou distrofia menos
funcional e tem proteico e/ou ARNM num doente, induzindo e/ou
promocdo saltitante de pelo menos exdo 44 do DMD pré-ARNM
como identificado agqui num ou mais células, células
musculares preferencialmente do dito doente. Crescente da
producdo de uma distrofia mais funcional proteica e/ou ARNM
e/ou decrescente da produgcdo de uma distrofia aberrante
proteica e/ou ARNM num doente é habitualmente aplicada num
DMD doente. Crescente da producdo de uma distrofia mais
funcional ou funcional e/ou ARNM ¢é habitualmente aplicada num

BMD doente.

Consequentemente um método preferido é um método, onde num
doente ou numa ou mais células do dito doente, producdo de
uma distrofia mais funcional ou funcional proteica e/ou ARNM
¢ aumentada e/ou a producdo de uma distrofia aberrante
proteica e/ou ARNM no dito doente é diminuida, onde o nivel
do dito aberrante ou distrofia funcional mais proteica e/ou
ARNM é constatado por comparacdo ao nivel da dita distrofia

e/ou ARNM no dito doente com a aparicdo do método.
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Como aqui definido, uma distrofia funcional é
preferencialmente uma distrofia de tipo selvagem
correspondente a uma proteina com da sequéncia de aminoacidos
como identificada na SEQ ID NO: 55. uma distrofia funcional é
preferencialmente uma distrofia, que tem um dominio de unido
de actina no seu N parte terminal (primeiro 240 aminoacidos
no N términus), uma cisteina-rica dominio (aminodcido 3361
até 3685) e um C dominio terminal (ultima 325 aminodcidos em
o C términus) cada um destes dominios presentam uma distrofia
do tipo selvagem como conhecido a um técnico especializado. O
aminoadacido aqui indicado assemelha-se a aminoacidos da
distrofia de tipo selvagem sendo representada pela SEQ ID NO:
55. noutra forma de realizacdo, uma distrofia funcional é uma
distrofia, que amostra pelo menos para alguma amplitude uma
atividade de uma distrofia de tipo selvagem. "Pelo menos
alguma extensdo" preferencialmente significa que pelo menos
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 100% de uma
atividade correspondente a um tipo selvagem funcional de
distrofia. Neste contexto, uma atividade de uma distrofia de
tipo selvagem é preferencialmente a unido para a actina e ao
distrofia-associada glicoproteina complexa (DGC) (Rartsma-Rus
A et al, (2006). Entradas no leiden Duchenne Musculares Base
de dados de mutacdo de distrofia: uma perspetiva de tipos de
mutacdo e casos paradoxais gque confirmam a regra da estrutura
de leitura, Muscle Nerve, 34: 135-144.). Unido de distrofia
para actina e ao DGC complexo pode ser visualizada por
qualquer co-imuno precipitacdo usando extratos de proteina
total ou andlise de imunofluorescéncia de secc¢des cruzadas,
de uma biopsia de um musculo que tem suspeito para ser
distréfico, como conhecido a um técnico especializado.
Sofrimento de pessoas de Duchenne distrofia muscular

habitualmente tém uma mutacdo na distrofia de gene gue
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codifica e que impede a sintese da proteina completa, por
exemplo uma parada prematura previne a sintese do término C
da proteina. Em Becker distrofia muscular o gene de distrofia
também compreende uma mutagdo comparada com o tipo selvagem
mas a mutacdo faz habitualmente e ndo inclui uma parada
prematura e o termo C da proteina é habitualmente
sintetizada. Como resultado de uma proteina de distrofia
funcional é sintetizada e tem pelo menos a mesma atividade em
espécie como uma proteina de tipo selvagem, ainda néo
necessariamente a mesma quantidade de atividade. Numa forma
de realizacdo preferida, uma proteina de distrofia funcional
significa uma distrofia de estrutura gene. O genoma de um BMD
individual habitualmente codifica uma proteina de distrofia
que compreende o N da parte terminal (primeiro 240
aminodcidos em N términus), uma cisteina-rico dominio
(aminodcido 3361 até 3685) e um C dominio terminal (Gltima
325 aminoacidos em o C términus) mas o seu dominio com forma
de bastdo central pode ser mais curto que o principal de uma
distrofia de tipo selvagem (Aartsma-Rus A et al, (20006),
entradas no leiden Duchenne base de dados da mutacdo de
distrofia Muscular: uma perspetiva de tipos de mutacdo e
casos paradoxais que confirmam a regra da estrutura de
leitura, Muscle Nerve, 34: 135-144)). 0Os aminoacidos aqui
indicados assemelham-se a aminocadcidos da distrofia de tipo
selvagem sendo representada por SEQ ID NO:55. Exdo-skipping
para o tratamento de DMD é preferencialmente mas ndo dirigido
apenas para superar uma parada prematura no pré-ARNM para
saltitante um exdo no dominio da haste formou um dominio para
corrigir o marco de leitura e permitir a sintese da restante
proteina da distrofia incluir o termo C, ainda assim que a
proteina é um tanto menor como resultado de um dominio de

haste menor. Numa forma de realizacdo preferida, um individuo
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com DMD e sendo tratado por usar um oligonucleotidos como
aqui definido serd fornecida uma distrofia, gque amostra pelo
menos para alguma amplitude uma atividade de uma distrofia de
tipo selvagem. Mais preferencialmente, se o dito individuo é
um Duchenne doente ou é suspeito para ser um Duchenne doente,
uma distrofia funcional ¢é uma distrofia comparavel em
funcionalidade a uma distrofia de um individuo com BMD:
preferencialmente a dita distrofia é capaz de interagir com
ambas a actina e o DGC, mas o seu dominio com forma de bastédo
central pode ser mais curto que o principal de uma distrofia
de tipo selvagem (Aartsma-Rus A et al, (2006), entradas no
leiden Duchenne base de dados de mutacdo de distrofia
Muscular: uma perspetiva de tipos de mutagcdo e casos
paradoxais que confirmam a regra de estrutura de leitura,
nervo muscular, 34: 135- 144)). O dominio de haste central de
distrofia de tipo selvagem compreende 24 tipos de espertina
repete (Aartsma- Rus A et al, (2006), entradas no leiden
Duchenne a base de dados de mutacdo de distrofia Muscular:
uma perspetiva de tipos de mutacdo e casos paradoxais due
confirmam a regra da estrutura de leitura, Muscle Nerve, 34:
135-144)). Por exemplo, um dominio com forma de bastdo
central de uma distrofia como aqui fornecido pode compreender
5 para 23,10 para 22 ou 12 para 18 tipo espertina repete

enquanto isto pode enlacar com a actina e para DGC.

Decrescente da produgdo de uma distrofia aberrante no dito
doente ou numa célula do dito doente pode ter sido constatado
num nivel ARNM e preferencialmente significa que 99%, 90%,
80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% ou menos da
quantidade inicial de ARNM de distrofia aberrante, & para
além disso detetdvel por RT PCR. Uma distrofia aberrante ARNM

ou proteina também é denominada neste caso como um néo
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funcional ou menos para distrofia ndo-funcional ou semi-
funcional ARNM ou proteina. Uma distrofia de pré-ARNM néo-
funcional é preferencialmente conduzida para fora da proteina
de distrofia da estrutura, que significa que a distrofia tem
proteico produzido e/ou detetado. Uma ndo proteina de
distrofia funcional é preferencialmente uma distrofia
proteica gque ndo ¢é capaz de enlacar actina e/ou membros do
DGC proteico complexo. Uma distrofia ndo-funcional proteica
ou distrofia ARNM faz habitualmente gque ndo tém, ou néo
codifica uma proteina de distrofia com um término C intato da

proteina.

Decrescente da producdo de uma distrofia funcional num doente
ou numa célula do dito doente pode ser constatada num nivel
ARNM (por RT-PCR anélise) e preferencialmente significar que
uma quantidade detetavel de um funcional ou em ARNM de
distrofia de estrutura é detetdvel por RT PCR. Noutra forma
de realizacédo, 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% ou mais do ARNM de distrofia detetdvel é um

funcional ou em ARNM de distrofia de estrutura.

Decrescente da producdo de uma distrofia funcional num doente
ou numa célula do dito doente pode ser constatada num nivel
proteico (por analise de imunofluorescéncia e borréo
ocidental) e preferencialmente significa que uma quantidade
detetdvel de uma proteina de distrofia funcional é detetéavel
por imunofluorescéncia ou andlise de mancha ocidental. Noutra
forma de realizacdo, 1%, %, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% ou mais da proteina de distrofia detetavel é

uma proteina de distrofia funcional.

Um aumento ou uma diminuicdo é preferencialmente constatado
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num tecido muscular ou numa célula muscular de um individuo
ou num doente por comparacdo a quantidade presente no dito
individuo ou doente antes do tratamento com a dita molécula
ou composicdo da invencdo. Alternativamente, a comparacédo
pode ser feita com um tecido muscular ou uma célula do dito
individuo ou doente, gue tenha ainda ndo sido tratado com o
dito oligonucleotidos ou composicdo em caso de o tratamento

ser local.

Em um mais aspeto, ali estd provido um método para aliviar um
ou mails sintoma (s) de Duchenne distrofia Muscular ou Becker
distrofia Muscular num individuo ou aliviar um ou mais
caracteristica (s) de uma célula miogenica ou muscular do
dito individuo, o método que compreende a administracdo para
o dito individuo um oligonucleotidos ou uma composicdo como

aqui definido.

Ali é subsequentemente fornecido um método para aumentar,
induzindo ou promovendo um saltitante de um exdo de um pré-
ARNM de distrofia numa célula que expressa o dito pré-ARNM
num sofrimento individual de Duchenne distrofia Muscular ou
Becker distrofia Muscular, o método que compreende @ a
administracdo para o dito individuo um oligonucleotidos ou

uma composicdo como aqui definida.

Adicionalmente provido é um método para aumentar a producdo
de wuma distrofia funcional proteica e/ou decrescente da
producdo de uma proteina de distrofia aberrante numa célula,
da dita célula gque compreende um pré-ARNM de um gene dJue
codifica a distrofia numa proteina de distrofia aberrante, o
método que compreende o fornecimento da dita célula com um

oligonucleotidos ou composicdo da 1invencdo e que permite a

17/69



traducdo de ARNM produzido da Jjuncdo do dito pré-ARNM. Numa
forma de realizacdo, o dito método é realizado in vivo, por
exemplo usando um cultivo de célula. Preferencialmente, o

dito método é in vivo no dito individuo.

Neste contexto, crescente da producdo de uma proteina de

distrofia funcional aqui definida.

Aliviar um ou mails sintoma (s) de Duchenne distrofia Muscular
ou Becker distrofia Muscular num individuo usando uma
molécula ou uma composicdo da invencdo pode ser constatado
por gqualquer dos seguintes ensaios: prolongamento do tempo
para perda de caminhada, melhoria de resisténcia muscular,
melhoria da capacidade para elevar peso, melhoria do tempo
tomado para ascensdo do solo, melhoria no tempo de caminhada
de metro de neve, melhoria no tempo tomado para alpinismo de
escalas de quatro, melhoria da qualidade de funcdo da perna,
melhoria da funcdo pulmonar, melhoria da funcdo cardiaca,
melhoria da qualidade de vida. Cada um destes ensaios ¢é
conhecido do técnico especializado. Como um exemplo, a

publicacdo de Manzur at al (Manzur AY et al, (2008),

Glucocorticoid Corticosteroids for Duchenne muscular
dystrophy (review), Wiley publishers, The Cochrane
collaboration.) da uma explicacdo extensiva de cada um destes

ensaios. Para cada um destes ensaios, assim que uma melhoria
detetdvel ou prolongamento de um pardmetro medido num ensaio
tenha sido encontrada, preferencialmente significard aquele
ou mais sintomas de Duchenne distrofia Muscular ou Becker
distrofia Muscular tenha sido aliviado num individuo ao usar
uma molécula ou composicdo da invencdo. Melhora detetdvel ou
prolongamento é preferencialmente uma melhora

estatisticamente significativa ou prolongamento como se
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descreve em Hodgetts et al (Hodgetts S., et al, (2006),

doencas Neuromusculares, 16: 591-602).

Alternativamente, o alivio dum ou mals sintoma (s) de
Duchenne distrofia Muscular ou Becker distrofia Muscular pode
ser constatado para 1ld do medido de uma melhoria de uma
caracteristica de uma fibra muscular relativa para a sua
funcdo, integridade e/ou sobrevivéncia, a dita caracteristica
sendo constatado no doente auto. Tais caracteristicas podem
ser constatadas nas células, o nivel de tecido de um doente
dado. Um alivio de umas ou mais caracteristicas podem ser
constatados por qualquer dos ensaios seguintes numa célula
miogenica ou célula muscular de um doente: captacdo de célcio
reduzido por células musculares, diminuidas sinteses de
colagénio, morfologia alterada, biossintese de lipideo
alterado, tensdo oxidante diminuida, e/ou funcdo de fibra de
musculo aperfeicoado, integridade, e/ou sobrevivéncia. Estes
parémetros sdo normalmente constatados usando
imunofluorescéncia e/ou histoquimica anadlise de secgdes

transversais de bidpsias musculares.

Um oligonucleotidos como aqui usados preferencialmente
compreende um anti sentido oligonucleotidos ou anti sentido
oliglrico nucledétido. Numa forma de realizacdo preferida um
exdo saltitante da técnica é aplicado. Exdo saltitante
interfere com os processos de Jjungdo natural gue ocorrem
dentro de uma célula eucaridética. Em eucariotas mais alto a
informacdo genética para proteinas no ADN da célula é
codificado em exdes que sdo separados entre si por sequéncias
intrénicas. Estes in trones sdo nalguns casos muito largos. A
maquinaria de transcricdo de eucariotas gera um pré-ARNM que

contém ambos ex®es e 1in trones, engquanto a magquinaria de
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junc¢do, frequentemente Jj& durante a producdo do pré-ARNM,
gera a zona de codificacdo real para a proteina para a Jjuncéo

tem junta os exdes presentes no pré-ARNM.

Saltitante de exdo ocasiona ARNM amadurecido pelo menos um
exdo pulado. Assim, guando os ditos cdédigos de exdo para
aminodcidos, exdo saltitante conduz a expressdo de um produto
alterado. A tecnologia para saltitante de exdo é
habitualmente dirigida em direcdo ao uso de oligonucleotidos
de anti sentido (AONs). Muito deste trabalho é feito no mdx
modelo de rato para Duchenne de distrofia muscular. Tem mdx
de rato uma mutilagdo sem sentido em exdo 23. Apesar do mdx
da mutacdo, que deveria impedir a sintese de uma proteina de
distrofia funcional raro, distrofia de origem natural
positiva de fibras tém sido observadas em mdx de tecido
muscular. Esta distrofia-positiva de fibras sdo pensadas para
surgirem de um mecanismo claramente de origem natural
saltitante de exdo, quaisquer mutacdes devidas a somatico ou
através de jungéo alternativa. AONs dirigido para,
respetivamente, o 3' e/ou 5' lugares de Jjuncdo de entrones 22
e 23 em pré-ARNM de distrofia, tém sido mostrados para
incomodar fatores envolvidos normalmente em remocdo de
entrone 23 de modo gque também o exdo 23 foi removido do ARNM
(alteram J, et al. Entrega o) sistema de morfolino
oligonucleotidos expressdo de distrofia de restauragdes de
bodiwido e melhora a patologia da distrofia. Nat Med 2006,12
(2):175-7, Lu QL, et al. Quantidades funcionais de distrofia
tém produzido para saltitantes do mutado de exdo no mdx de
rato distréfico. Nat Med 2003,6:6, Lu QL, et al. Entrega
sistémica de anti sentido oligo-ribonucleotidos da expressdo
de distrofia de restauragdes em musculos esqueléticos do

corpo. Proc Natl Acad EEUU de Sci 2005,102(1):198-203, Mann
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CJd, et al, aperfeicoado anti sentido oligonucleotidos exédo
induzido saltitante no mdx modelo de rato de distrofia
muscular. J Gene Med 2002,4(6):644-54 ou Graham IR, et al, em
direcdo a uma inibicdo terapéutica de exdo de distrofia 23
que empalma em mdx de rato muscular induzida por anti sentido
oligo-ribonucleotidos (splicomers): otimizacdo de sequéncia
de um objetivo usando oligonucleotidos matrizes. J Gene Med

2004,6(10) : 1149-58).

Pelo apontado saltitante de um exdo especifico, um DMD
fenétipo ¢é convertido num mais suave BMD fendtipo. O
saltitante de um exdo é preferencialmente induzido pela uniédo
de sequéncias de AONs 1internos de exdo objetivos. Um
oligonucledétido dirigido em direcdo a um exdo tem sequéncia
habitualmente interna de amostra ndo recobrimento com
sequéncias de ndo-exdo. E preferivel ndo estar sobreposto com
os lugares de Jjuncdo pelo menos ndo no dgue concerne a, COMO
estes estdo presentes no intrdo. Um oligonucledétido dirigido
em direcdo um exdo tem sequéncia interna preferencialmente
ndo conta com uma sequéncia complementar para um intrédo
adjacente. Adicionalmente é provido de um oligonucledtido de
acordo com a invencdo, onde o dito oligonucledétido, ou um
equivalente funcional deste, é para inibir a inclusdo de um
exdo de um pré-ARNM de distrofia em ARNM produzida pela
juncdo do dito pré-ARNM. Um exdo saltitante técnica é
preferencialmente aplicado de maneira a que auséncia de um
exdo de ARNM produzido de pré-ARNM de distrofia gera uma zona
de codificacdo para uma mais funcional - mais curto ainda
assim - proteina de distrofia. Neste contexto, i1nibindo a
inclusdo de um exdo preferencialmente significa que a detecdo
do original da distrofia aberrante de ARNM e/ou proteina é

diminuida como aqui definido anteriormente.

21/69



Dentro do contexto da invencdo, um funcional equivalente de
um oligonucledtido preferencialmente significa que um
oligonucledétido como aqui definido em que um ou mais
nucledétidos tém sido substituidos e em que uma atividade do
dito equivalente funcional é retido para pelo menos alguma
amplitude. Preferencialmente, uma atividade do dito
equivalente funcional estda fornecida de uma proteina de
distrofia funcional. Da atividade do dito equivalente
funcional ¢é consequentemente constatada preferencialmente
para quantificar a quantidade de wuma distrofia funcional
proteica ou para gquantificar a gquantidade de um ARNM de
distrofia funcional. Uma proteina de distrofia funcional (ou
uma distrofia funcional ARNM) é aqui definida
preferencialmente como sendo uma proteina de distrofia (ou
uma proteina de distrofias codificadas por o dito ARNM) ser
capaz de enlacar actina e membros do DGC na proteina. A
avaliacdo da dita atividade de um oligonucledtido &
preferencialmente feito por RT PCR (m-RNA) ou por andlise de
imunofluorescéncia ou borrdo acidental (proteina). A dita
atividade é preferencialmente retida para pelo menos alguma
amplitude quando representa pelo menos 50%, ou pelo menos
60%, ou pelo menos 70% ou pelo menos 80% ou pelo menos 90% ou
pelo menos 95% ou mais da atividade correspondente ao dito
oligonucledtido o equivalente funcional deriva de. Tal
atividade pode ser medida num tecido muscular ou numa célula
muscular de um individuo ou invitro numa célula por
comparagdo para uma atividade de um correspondente
oligonucledtido do dito oligonucledtido do equivalente
funcional derivado. Em toda parte esta aplicacdo, quando a
palavra oligonucledétido é usada pode ser substituida por um

equivalente funcional deste como aqui definido.
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Numa forma de realizacdo preferida, um oligonucledétido da
divulgacdo, gue compreende uma sequéncia que enlaca e/ou é
complementdria a uma sequéncia de exdo 44 de pré-ARNM de
distrofia como anteriormente definido é de maneira gque a
parte complementdria e pelo menos 50% do comprimento do
oligonucledétido da divulgacdo, mais preferencialmente pelo

menos 60%, ainda mais preferencialmente pelo menos 70%, ainda

mais preferencialmente pelo menos 80%, ainda mais
preferencialmente pelo menos 90% ou também mais
preferencialmente pelo menos 95%, ou também mais

preferencialmente 98% ou também mais preferencialmente pelo
menos 99%, ou também mais preferencialmente 100%. Numa forma
de realizacdo mais preferida, um oligonucledtido da
divulgacdo consiste numa sequéncia que estd complementaria
para dividir a pré-ARNM de distrofia como definido aqui.
Exemplo, um oligonucledétido pode compreender uma sequéncia
que estd complementdria para dividir a pré-ARNM de distrofia
como aqui definido e sequéncias flanqueantes adicionais. Em
una forma de realizacdo mais preferida da divulgacdo, o
comprimento da dita parte complementaria do dito
oligonucledétido é de pelo menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,28 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 3¢, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, Alg,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, ou 60
nucledétidos. Preferencialmente, as sequéncias flangqueantes
adicionais sédo utilizadas para modificar a unido de uma
proteina ao oligonucledtido, ou para modificar uma
propriedade termodindmica do oligonucledtido, mais
preferencialmente para modificar o objetivo do ARN da

afinidade de unido.

E assim ndo requerido absolutamente que todos as bases na
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regido de complementaridade sdo capazes de emparelhamento com
bases na cadeia oposta. Por exemplo, gquando projetar o
oligonucledtido um pode querer para incorporar por exemplo um
residuo que ndo com Dbase na cadeia complementéaria.
Desadaptacdes podem, para alguma amplitude, ser permissdo, se
o baixo das circunstdncias na célula, o esticam de
nucledétidos ¢é suficientemente capaz de hibridacdo a parte
complementdria. Neste contexto, "suficientemente" significa
preferencialmente gque usar um ensaio de deslocamento de
mobilidade de gel como se descreve no exemplo 1 da EP1619
249, a unido de um oligonucledtido é detetéavel.
Opcionalmente, o dito oligonucledtido pode ainda ser testado
por transfusdo em células musculares de pacientes. Saltitante
do exdo apontado pode ser constatado por RT-PCR (como
descrito em EP1619249)). As regides complementarias podem ser
preferencialmente projetadas de maneira due, combinada
quando, eles s&o especificos para o exdo no Ppré-ARNM. Tal
especificidade pode ser criada com varios comprimentos de
regides complementares como esta depende das sequéncias reais
em outro (pré-)mRNA do sistema. O risco que um ou mais pré-
ARNM serd capaz de hibridar ao oligonucledétido diminuicgdes
com dimensdo crescente do oligonucledétido. E claro que
oligonucleotidos que compreendem desadaptacdes na regido de
complementaridade mas que retém a capacidade para hibridar
e/ou enlacar com as apontadas regides no pré-ARNM, podem ser
usados na presente divulgacdo. No entanto, preferencialmente,
pelo menos as partes complementares ndo compreendem tais
desadaptacdes como estes habitualmente tém uma eficiéncia
mais alta e uma especificidade mais alta, que
oligonucleotidos com tais desadaptacdes num ou em regides
complementares. Pensa-se que, as forcas de hibridacdo mais

altas, (isto é num numero crescente de interacdes com a
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cadeia oposta) sédo favoraveis em crescentes da eficiéncia do
processo de interferéncia com a maguinaria de Jjuncdo do
sistema. Preferencialmente, a complementaridade é entre 90 e
100%. Em geral este permite durante 1 ou 2 descasamentos num
oligonucledétido de 20 nucledtidos ou 1, 2,3 ou 4
desadaptacdes num oligonucledétido de 40 nucledtidos, ou 1, 2,
3, 4,5 ou 6 desadaptagdes num oligonucledtido de 60

nucledtidos.

Uma molécula preferida da divulgacdo compreende ou consiste
numa sequéncia baseada em nucledtidos gque estdo sem sentido
numa sequéncia selecionada de exdo 44 do DMD pré-ARNM. A
sequéncia do DMD pré-ARNM é preferencialmente selecionada da
SEQ ID NO.1: 5'-  GUGGCUAACAGAAGCU; SEQ ID NO.2: 5'-
GGGAACAUGCUAAAUAC, SEQ ID NO.3: 5'- AGACACAAAUUCCUGAGA, e SEQ
ID NO.4: 5'-CUGUUGAGAAA.

A molécula da invencdo ¢é preferencialmente uma molécula

isolada.

A molécula do dispositivo é preferencialmente uma molécula de
dcido nucleico ou uma molécula baseada em nucledétido ou um
oligonucledétido ou um anti sentido oligonucledtido que
ligacdes e/ou é complementdria a uma sequéncia de exdo 44

selecionada a partir da SEQ ID NO:1, 2,3 ou 4.

Uma molécula preferida da invengdo compreende ou consiste em
aproximadamente 8 para aproximadamente 60 nucledtidos, mais
preferida de aproximadamente 10 para aproximadamente 50
nucledétidos, mais preferida de aproximadamente 17 para
aproximadamente 40 nucledtidos, mais preferida de

aproximadamente 18 para aproximadamente 30 nucledtidos, mais
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preferida de aproximadamente 18 para aproximadamente 24
nucledétidos, mais preferida aproximadamente 20 nucledtidos,
tais como 18 nucledtidos, 19 nucledtidos, 20 nucledtidos, 21

nucledétidos, 22 nucledtidos ou 23 nucledtidos.

Uma molécula preferida da invengdo compreende ou consiste em
de 8 para 60 nucledtidos, mais preferida de 10 para 50
nucledtidos, mais preferida de 17 para 40 nucledtidos, mais
preferida de 18 para 30 nucledtidos, mais preferida de 21
para 60, mais preferida de 22 para 55, mais preferida de 23
para 53, mais preferida de 24 para 50, mais preferida de 25
para 45, mais preferida de 26 para 43, mais preferida de 27
para 41, mais preferida de 28 para 40, mais preferida de 29
para 40, mais preferida de 18 para 24 nucledtidos, ou
preferencialmente compreende ou consiste em 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,

ou 60 nucledtidos.

Em determinadas formas de realizacdo, a divulgacdo fornece
uma molécula que compreende ou consiste numa sequéncia de
nucledétidos de anti sentido selecionada das sequéncias de

nucledétidos de anti sentido representadas na tabela 1A.

Uma molécula ou molécula de &cido nucleico da divulgacdo que
enlaca e/ou ¢é complementdria e/ou é anti sentido a um
nucledétido com sequéncia de nucledtidos: SEQ ID NO. 1: 5'-
GUGGCUAACAGAAGCU preferencialmente compreende ou consiste
numa sequéncia de nucledétidos de anti sentido da SEQ ID NO.5;
SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO
10, SEQ ID NO11l, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO1l4, SEQ
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ID NO15, SEQ ID NOl6, SEQ ID NO17, SEQ ID NO 18, SEQ ID NO
19, SEQ ID NO 20, SEQ ID NO 21, SEQ ID NO 22, SEQ ID NO 23,
SEQ ID NO 24, SEQ ID NO 25, SEQ ID NO 26, SEQ ID NO 27, SEQ
ID NO 28, SEQ ID NO 29, SEQ ID NO 30, SEQ ID NO 31, SEQ ID NO
32, SEQ ID NO 33, SEQ ID NO 34, SEQ ID NO 35, SEQ ID NO 36,
SEQ ID NO 37, SEQ ID NO 38, SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 40, SEQ
ID NO 41, SEQ ID NO 42, SEQ ID NO ou SEQ ID NO 54. Uma
molécula preferida cujos alvos desta regido do DMD pré- ARNM
compreende ou consiste da sequéncia de nucledétidos de anti
sentido de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO 49, ou SEQ ID NO 54. Mais
preferido o oligonucledétido compreende ou consiste em que a

sequéncia de nucledétidos de anti sentido de SEQ ID NO:5.

Numa maior forma de realizacdo preferida, a invencdo fornece
uma molécula gque compreende ou consiste numa sequéncia de
nucledétidos de anti sentido SEQ ID NO 5: 5'-
UCAGCUUCUGUUAGCCACUG. Foi encontrado gque esta molécula é
muito eficaz na modulagdo da Jjuncdo de exdo 44 do DMD gene em
células musculares. Esta molécula preferida da invencédo
compreende SEQ ID NO:5 compreende desde 21 para 60, mais
preferencialmente de 22 para 55, mais preferencialmente de 23
para 53, mais preferencialmente de 24 para 50, mais
preferencialmente de 25 para 45, mais preferencialmente de 26
para 43, mais preferencialmente de 27 para 41, mais
preferencialmente de 28 para 40, mais preferencialmente de 29
para 40, ou preferencialmente compreende ou consiste em 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, ou 60 nucledtidos.

Numa outra forma de realizagdo preferida, a divulgacédo

fornece uma molécula gque compreende ou consiste numa
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sequéncia de sequéncia de nucledtidos de anti sentido de SEQ
ID NO 49 ou 54. Estas moléculas preferidas da divulgacdo que
compreendem dqualquer SIQ ED NO:49 ou SEQ ID NO:54 mais
compreendem de 18 para 60, mais preferidas de 18 para 55,
mais preferidas de 20 para 53, mais preferidas de 24 para 50,
mais preferidas de 25 para 45, mais preferidas de 26 para 43,
mais preferidas de 27 para 41, mais preferidas de 28 para 40,
mais preferidas de 29 para 40, ou preferencialmente
compreendem ou consistem em 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 4e¢, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, ou 60 nucledtidos.

Numa forma de realizacdo preferida, uma molécula da
divulgacdo que estd no anti sentido para SEQ ID NO 2: 5'-
GGGAACAUGCUAAAUAC preferencialmente compreende ou consiste na
sequéncia de nucledétidos de anti sentido da SEQ ID NO 43 ou
SEQ ID NO 44. Estas moléculas preferidas da divulgacéo
compreendem qualquer SEQ ID NO 43 ou SEQ ID NO:44, mais
compreendem de 17 para 60 nucledtidos, mais preferidos de 18
para 30 nucledtidos, mais preferidos de 21 para 60, mais
preferidos de 22 para 55, mais preferidos de 23 para 53, mais
preferidos de 24 para 50, mais preferidos de 25 para 45, mais
preferidos de 26 para 43, mais preferidos de 27 para 41, mais
preferidos de 28 para 40, mails preferidos de 29 para 40, mais
preferidos de 18 para 24 nucledtidos, ou preferencialmente
compreende ou consiste em 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, ou 60 nucledétidos.

E ainda numa forma de realizacdo adicional, uma molécula da
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divulgacdo que estd no anti sentido para SEQ ID NO 3: 5'-
AGACACAAAUUCCUGAGA preferencialmente compreende ou consiste
numa sequéncia de nucledétidos de anti sentido de SEQ ID NO 47
ou SEQ ID NO 48. Estas moléculas preferidas da divulgacdo que
compreende qualquer bilhete de SEQ ID NO:47 ou SEQ ID NO:48
compreende mais de 17 para 60 nucledtidos, mais
preferencialmente de 18 para 30 nucledtidos, mais
preferencialmente de 17 para 60, mais preferencialmente de 22
para 55, mais ©preferencialmente de 23 para 53, mais
preferencialmente de 24 para 50, mais preferencialmente de 25
para 45, mais preferencialmente de 26 para 43, mais
preferencialmente de 27 para 41, mais preferencialmente de 28
para 40, mais ©preferencialmente de 29 para 40, mais
preferencialmente de 18 para 24 nucledtidos, ou
preferencialmente compreende ou consiste em 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, ou 60 nucledtidos.

Ainda numa outra forma de realizacdo adicional, uma molécula
da divulgacdo que estd no anti sentido para sequéncia SEQ ID
NO 4: 5'-CUGUUGAGAAA preferencialmente compreende ou consiste
numa sequéncia de nucledétidos de anti sentido de SEQ ID NO 45
ou SEQ ID NO 46. Estas moléculas preferidas da divulgagdo que
compreendem qualquer SEQ ID NO:45 ou SEQ ID NO:46 compreendem
mais de 11 para 60 nucledtidos, mais preferencialmente de 11
para 30 nucledétidos, mais preferencialmente de 11 para 60, ou
preferencialmente compreendem ou consistem em 11, 12, 14, 15,
16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 3¢, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
4¢, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, ou 60

nucledtidos.
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Uma sequéncia de nucledtidos de uma molécula da invencdo pode
conter residuos de ARN, ou um ou mais residuos de ADN, e/ou
um ou mais andlogos de nucledtidos ou equivalentes, como seréd

adicionalmente detalhado daqui para a frente.

E preferido que uma molécula da invencdo compreende um ou
mais residuos que sdo modificados para aumentar a resisténcia
de nuclease, e/ou para aumentar a afinidade do nucledtido de
anti sentido para a sequéncia de objetivo. Consequentemente,
numa forma de realizacdo preferida, a sequéncia de
nucledétidos de anti sentido compreende pelo menos um
nucledétido andlogo ou equivalente, onde um nucledétido anadlogo
ou equivalente ¢é definido como um residuo com uma base
modificada, e/ou uma espinha dorsal modificada, e/ou uma
ligacdo de internucleosida ndo natural, ou uma combinacdo de

estas modificacdes.

Numa forma de realizacdo preferida, o nucledétido anadlogo ou
equivalente compreende uma espinha dorsal modificada.
Exemplos de tails «colunas vertebrais proveem da coluna
vertebral de morfolino, coluna vertebral de carbamato, coluna
vertebral de siloxano, sulfureto, coluna vertebral de
sulféxido e sulfona, formacetilo e tioformacetilo coluna
vertebral, metilenoformacetilo coluna vertebral, riboacetilo
coluna vertebral, alceno que contém coluna vertebral,
sulfamato, coluna vertebral de sulfonato e sulfonamida,
coluna vertebral de metilenoimino e metilenohidrazino, e
coluna vertebral de amida. Fosforodiamidato oligdmeros de
morfolino sdo modificados oligonucléotides de espinha dorsal
que tém previamente sido investigados como agentes de anti
sentido. Os oligonucléotides de morfolino tém uma espinha

.

dorsal sem carga na que o desoxirribose de aclcar de ADN é
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substituido por um de seis membrados do anel e da ligacdo de
fosfodiéster ¢é substituido por um fosforodiamidato da
ligagdo. Os oligonucléotides de morfolino sdo resistentes a
degradacdo de enzimdtico e aparecem como agentes de funcdo
anti sentido para a traducdo notavel ou interferindo com a
juncdo de pré-ARNM em vez do para a ribonucleica ativante H.
Os oligonucléotides de morfolino tém sido libertados para
células de cultivo do tecido por métodos gque fisicamente
rompem a membrana celular, e um estudo que compara diferentes
destes métodos encontrados com carga de arranhdo foi o método
mais eficaz de entrega; no entanto, porque a espinha dorsal
de morfolino ¢é sem carga, lipidos catidénicos nédo sé&o
mediadores eficazes de morfolino oligonucledétido da captacéo
em células. Uma formagdo triple tem demonstrado que o informe
ultimo por um morfolino oligonucledétido e, por causa da
espinha dorsal nédo-idénica, este estudo mostrou gque o
morfolino oligonucledétido foi capaz da formacdo triple em

auséncia de magnésio.

E mais preferido do que a ligacdo entre os residuos numa
espinha dorsal nédo incluir um atomo de fésforo, tal como uma
ligacdo que estd formada por cadeia corta o alquilo ou ciclo
alquilo das conexdes da internucleosida, heterodtomos
misturados e alquilo ou ciclo alquilo de conexdes
internucleosidas, ou um ou mais conexdes de internucleosida

tem heterodtomos ou heterociclicos de ligacdes em cadeia.

Um nucledétido preferido andlogo ou equivalente compreende um
dcido nucleico peptidico (PNA), com uma espinha dorsal de
poliamida modificada (Nielsen, et al. (1991) ciéncia
254,1497-1500)). PNA-baseado em moléculas sdo verdadeiras

imitam as moléculas de ADN em quanto um reconhecimento de par
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embase. A espinha dorsal do PNA estd composta de unidades de
N- (2-aminoetil) -glicina ligadas por enlaces peptidicos,
onde as nucleobases sdo ligadas a uma espinha dorsal por
enlaces de carbonilo de metileno. Uma espinha dorsal
alternativa compreende um mono-carbono estendido pirrolidina
PNA mondmero (Govindaraju et Kumar (2005) Chem. Commun, 495-
497)). Uma vez gque a espinha dorsal de um PNA molécula né&o
tem carrega grupos de fosfato, PNA-ARN hibridos séo
normalmente mais estaveis que ARN de ARN ou hibridos de ADN
de ARN, respetivamente (Egholm et al (1993) natureza 365,566-
568) .

Uma espinha dorsal mais preferida compreende um analogo de
nucledétido de morfolino ou equivalente, em que a ribose ou
desoxirribose de aclcar €& substituida por um 6-membered anel
de morfolino. Um andlogo de nucledtido mais preferido ou
equivalente compreende um fosforodiamidato de oligdmeros de
morfolino (PMO), no qual a ribose ou desoxirribose de aculcar
é substituida por um 6-membered anel de morfolino, e a
ligacdo de fosfodiéster anidénico entre anéis de morfolino
adjacente ¢é substituida por uma ligacdo nédo-idnico de

fosforodiamidato.

Em ainda numa forma de realizacdo adicional, um nucledtido
analogo ou equivalente da invencéo compreende uma
substituicdo de uma ndo-conexdo de oxigénios na ligacdo de
fosfodiéster. Esta ligeira modificacdo desestabiliza mas
adiciona resisténcia significativa para a degradacdo de
nuclease Um nucledtido preferido andlogo ou equivalente
compreende fosforotioato, fosforotioato quiral,
fosforotioato, fosfotriester, aminoalcilfosfotriester, H-

fosfonato, metilo e outro fosfonato alquilo incluindo 3'-
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alcileno fosfonato, 5'-alcileno fosfonato e fosfonato quiral,
fosfinato, fosforamidato incluindo 3'-amino fosforamidato e
aminocalcilfosforamidato, tionofosforamidato,
tionoalcilfosfonato, tionoalcilfosfotriester, selenofosfato

ou boranofosfato.

Um mais nucledtidos preferidos andlogos ou equivalentes da
invencdo compreendem uma ou mais fracdes de aclcar que séo
mono— ou di-sustituidos em o 2', 3' e/ou 5' posicdo tais como
um oh; -F; substitulido ou ndo substituido, inferior linear ou
ramificado (C1-C10) alquilo, alquenilo, alquinilo, alcarilo,
alilo, ou aralquilo, que pode ser interrompido por um ou mais
heterodtomos; O, s-, ou algquilo de n; 0O, s-, ou algquenilo de
n;, O, ou de s alguinilo de n; O, s-, ou alilo de n; O-
alquilo-O-alquilo, metoxi, aminopropoxi; metoxietoxi; -
dimetilaminooxietoxi; e dimethilaminocethoxiethoxi. A metade
de aclcar pode ser uma piranose ou seu derivado, ou um
deoxipiranose ou seu derivado, preferencialmente gibosa ou
seu derivado, ou desoxirribose ou derivado de um preferido
derivatizado de metade de aclUcar gue compreende um acido
nucleico blogueado (LNA), no qual o atomo de 2'-carbon é
ligado ao 3' ou 4' atomo de carbono do anel de aclUcar desse
modo formar uma metade de aclUcar biciclica. Um preferido LNA
compreende 2'-0.4'-C-ethileno acido nucleico unido (Morita et
al. 2001. Acido nucleico Res suplemento n°®. 1: 241-242)).
Estas substitui¢des devolvem a ribonuclease anadloga ou
equivalente de nucledétido H e nuclease resistente e aumentam

a afinidade para o objetivo ARN.

Noutra outra forma de realizacdo, um nucledtido andlogo ou
equivalente da invengdo compreende uma ou mais modificacdes

de base ou substituicdes. Bases modificadas compreendem bases
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naturais e sintéticas tais como inosina, xantina, hipoxantina
e outro aza, de aza, hidrdéxido, halo, tio, tiol, alqguilo,
alquenilo, algquinilo, tricalcilo derivados de Dbases de

pirimidina e purina que sdo ou serdo conhecidos na técnica.

E compreendido por um técnico especializado que ndo é
necessario para todas as posicdes num anti sentido
oligonucledétido para ser modificado uniformemente.
Adicionalmente, mais de um dos mencionados anteriormente
andlogos ou equivalentes podem ser incorporados em um Unico
anti sentido oligonucledétido ou também a uma Unica posicéo
dentro de um anti sentido oligonucledétido. Em determinadas
formas de realizacdo, um anti sentido oligonucledétido da
invencdo tem pelo menos dois diferentes tipos de andlogos ou

equivalentes.

Um anti sentido preferido oligonucledétido de acordo com a
invencdo compreende um 2'-0 alquilo anti sentido de
fosforoticato oligonucledétido, tais como 2'-O-metilo ribose
modificada (ARN), 2'-O-etilo ribose modificada, 2'-O-propilo
ribose modificada, e/ou derivados substituidos destas

modificacdes tais como tém derivados de halogenado.

Um anti sentido mais preferido de oligonucledétido de acordo
com a invencgdo compreende um 2'-0O ribose de fosforoticato de

metilo.

Ele também pode ser compreendido por um técnico especializado
que oligonucléotides de anti sentido diferentes podem ser
combinados para saltitantes eficientemente de exdo 44. Numa
forma de realizacdo preferida da divulgacdo, uma combinacdo

de pelo menos dois oligonucléotides de anti sentido sé&o
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usados em um método da invencéo, tais como dois
oligonucléotides de anti sentido diferentes, trés
oligonucléotides de anti sentido diferentes, quatro
oligonucléotides de anti sentido diferentes, ou cinco

oligonucléotides de anti sentido diferentes.

Um anti sentido de oligonucledétido pode ser ligado a uma
metade que realca a captacdo do anti sentido oligonucledtido
em células, células miogenicas preferencialmente ou células
musculares. Exemplos de tais fracdes sdo colesterol, hidratos
de carbono, vitaminas, biotina, lipidos, fosfolipidos,
péptidos de penetracdo de célula incluindo mas ndo tém
limitada para antena pedia, fazem encaixe de frivolité,
transportam e carregam positivamente aminocdcidos tais como
oligoarginina, poli-arginina, oligolisina ou poli-lisina,
dominios de unido de antigénio tais como proporcionados por
um anticorpo, um Fab fragmento de um anticorpo, ou um Unico
dominio de wunido de antigénio de <cadeia tais como um

cameloide Unico do dominio da unido de antigénio do dominio.

Um anti sentido preferido de oligonucledétido compreende um

ligado com péptido PMO.

Um oligonucledétido da invencdo pode ser indiretamente
administrado usando meios adequados conhecidos na arte. Um
oligonucledtido pode por exemplo ser fornecido para um
individuo ou uma célula, tecido ou dérgdo do dito individuo em
forma de um vetor de expressdo em que o vetor de expresséo
codifica uma cdépia que compreende o dito oligonucledtido. O
vetor de expressdo ¢é preferencialmente introduzido numa
célula, tecido, 6rgdo ou individual através de um veiculo da

entrega do gene. Numa forma de realizacdo preferida, ali estéa
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provido um vetor de expressdo com base num viral que
compreende uma cassete de expressdo ou uma cassete de
transcricdo que aciona a expressdo ou transcrigcdo de uma
molécula como aqui identificado. Uma célula pode ser
fornecida de uma molécula capaz de interferéncia com
sequéncias essenciais para dar resultados altamente eficazes
saltitante de exdo 44 por anti sentido derivado com plasmideo
oligonucledétido da expressdo ou expressdo viral proporcionada
por adenovirus- ou adeno -associado vetores Dbaseados em
virus. A expressdo ¢é preferencialmente conduzida por um
promotor de polipolimerase III, tais como um Ul, um U6, ou um
U7 ARN promotor. Um veiculo de entrega preferido é um vetor
viral tal como um adeno-associado vetor de virus (AAV), ou um
vetor retrovirico tal como um vetor de lentivirus (Goyenvalle
um, et al. Resgate de musculo distrdéfico através de U7 snRNA-
mediado exdo saltitante. Ciéncia 2004,306(5702):1796-9, De
Angelis FG, et al. moléculas de snRNA quimérica levando
sequéncias de anti sentido contra as conjungdes de Jjuncdo de
exdo 51 do pré-ARNM de distrofia indugdo um exdo saltitante e
restauracdo de uma sintese de distrofia em Delta 48-50 DMD
células. Proc Natl Acad Sci U S um 2002,99(14):9456-61 ou
Denti MA, et al. Chimerico adeno-associado virus/anti sentido
Ul nuclear pequeno ARN sintese de distrofia eficaz de e
funcdo muscular por tratamento local de mdx ratos. Zumbir
Gene Ther 2006,17(5):565-74) e similares. Também, plasmideocs,
cromossomas artificiais, plasmideos utilizaveis para
recombinacdo hombéloga apontada e integracdo no genoma humano
de células que podem ser adegquadamente para entrega de um
oligonucledtido como aqui definido. Preferido para a corrente
invencdo séo estes vetores em que a transcricdo é conduzida
de Pollll promotores, e/ou em que as transcricdes sdo na

forma de fusdo com Ul ou U7 transcricdes, que produzem bons
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resultados para pequenas transcricdes. E dentro da habilidade
do artesdo desenhar adegquadas transcricgdes. As preferidas sédo
as transcricdes de PolIII. Preferencialmente, numa forma de
fusdo com um Ul ou U7 (ver o mesmo Goyenvalle A et al, De
Angelis FG et al ou Denti MA et al.). Tais fusdes podem ser
geradas como descreve (Gorman L, et al, alteracdo estével de
pre-mRNA modificadas U7 nuclear pequeno RNAs. Proc Natl Acad
Sci U S A 1998,95(9): 4929-34 ou Suter D, et al, Double-
target antisentido U7 snRNAs promovem Saltitantes eficazes de
um exdo aberrante em trés humano beta-talassémico mutacdes.

Hum Mol Genet 1999,8(13):2415-23).

O oligonucledétido pode ser libertado como é. No entanto, o
oligonucledétido também pode ser codificado pelo vetor viral.
Habitualmente, isto é em forma de uma transcricdo de ARN que
compreende a sequéncia do oligonucledétido numa parte da

coépia.

Um anti sentido preferido de oligonucleétido do sistema de
expressdo é um adenovirus associado virus (AAV) - baseado no
vetor. A Unica cadeia dupla de AAV-baseado nos vetores tém
sido desenvolvidas e podem ser usadas para expressdo
prolongada de sequéncias de nucledtidos de anti sentido

pequeno para alta eficacia de saltitantes de exdo 44 de DMD.

Um vetor preferido de AAV-baseado compreende uma cassete de
expressdo que estd conduzida por um promotor de III de
polipolimerase (Pol III). Um preferido Pol III promotor &,

por exemplo, um Ul, um U6, ou um U7 ARN de promotor.

A invencdo consequentemente também fornece um vetor com base

viral, gque compreende um Pol III-cassete de expressdo
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conduzida pelo promotor para 1l4d da expressdo de um anti
sentido oligonucledtido da invencédo para induzir um

saltitante de exdo 44 do DMD gene.

Melhoras em meios para fornecimento de um individual ou uma
célula, tecido, érgéo do dito individual com um
oligonucledétido e/ou um equivalente deste, sdo antecipados,
para considerar os progressos que tem Jja sido até aqui
conseguidos. Futuras melhorias podem naturalmente ser
incorporadas para obtencéo do mencionado efeito em
reestruturacdo de ARNM usando um método da invencdo. Um
oligonucledtido e/ou um equivalente deste pode ser libertado
como é para um individual, uma célula, tecido ou odérgdo do
dito individual. Quando a administracdo de um oligonucledtido
e/ou um equivalente deste, & preferencial um oligonucledtido
e/ou um equivalente deste é dissolvido numa solucdo que estéa
compativel com o método de entrega. Células musculares ou
miogenicas podem ser fornecidas de um plasmideo para um anti
sentido de oligonucledtido da expressdo subministrando o
plasmideo numa solucdo aquosa. Alternativamente, um plasmideo
pode ser proporcionado por transfusdo usando agentia de
transfuséo conhecida. Para intravenoso, subcuténeo,
intramuscular, intratecal e/ou administracdo intraventricular
é preferivel que a solugdo seja uma solugdo fisioldgica.
Preferido particularmente na invengdo ¢é o uso de um
excipiente ou agentia de transfusdo que ajudard a entrega de
cada um dos componentes como definido aqui a uma célula e/ou
numa célula, preferencialmente uma célula muscular. Preferido
sdo agentia de excipientes ou transfusdo capazes de formar
complexos, nano particulas, micelas, vesiculas e/ou
lipossomas que fornecem cada constituinte como definido aqui,

complexo ou retidos numa vesicula ou lipossoma através de uma
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membrana celular. Muitos destes excipientes sdo conhecidos na
arte. Excipientes adequados ou agentia de transfusdes
compreendem poli etilamina (PEI; ExGenb00 (MBI Fermentas),
LipofectAMINE™ 2000 (Invitrogen) ou seus derivados, ou
polimeros catidénicos similares, incluindo copolimeros de poli
propilenoimina ou poli etilenimina (PECs) e derivados,
sintético amfifils (SAINT-18), lipofectin TM, DOTAP e/ou
proteinas capsidas virais que sdo capazes de auto montagem em
particulas gque podem abrir para cada constituinte como
definido aqui uma célula, preferencialmente uma célula
muscular. Tais excipientes tém sido mostrados para
eficientemente entregar um oligonucledétido tais como &cidos
nucleicos de anti sentido a uma amplia variedade de células
cultivadas, incluindo células musculares. A sua alta
potencialidade de transfusdo é combinada com uma toxicidade
baixa em termos de sobrevivéncia de célula total. A
facilidade de modificacdo estrutural pode utilizar-se para
permitir mais modificagdes e a andlise (in vivo) das
caracteristicas de transferéncia do acido nucleico e

toxicidade.

Lipofectina representa um exemplo de um lipossoma agente de
transfusdo. Ele consiste em dois componentes de lipideo, um
lipideo catidénico N-(1-(2,3 dioleoiloxi)propil]-N,N,n-
trimetilamonium de cloreto (DOTMA) (cp. DOTAP que é o sal de
metil sulfato) e uma dioleoilfosfatidiletanolamina de lipideo
neutro (droga). O componente neutro media a libertacdo
intracelular. Outro grupo de sistemas de entrega sdo os

poliméricos de nano particulas.

Policatides tais como dietilaminoetilaminoetilo (DEAE) -

dextrana, que sdo bem conhecidos como transfusdo de ADN
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reactivo podem ser combinados com butilcianocacrilato (PBCA) e
hexilcianocacrilato (PHCA) para formular nano particulas
catiénicas que podem abrir para cada constituinte como aqui
definido, preferencialmente um oligonucledétido através das

membranas de célula em células.

Além destes materiais de nano particula comum, a proteina de
péptido catidénico oferece uma abordagem alternativa para
formular um oligonucledétido com coloides. Este sistema de
nano particula coloidal pode formar os assim chamados
proticles, que podem ser preparados por um processo de auto
embalagem simples para s libertacdo intracelular mediana de
um oligonucledétido. Um técnico especializado pode selecionar
e acomodar gqualguer um sobre ou outros excipientes de
alternativa comercialmente-disponiveis e sistemas de entrega
para embalar e abrir para um oligonucledtido para uso na
invencdo corrente para abrir para o tratamento de Duchenne
distrofia Muscular ou Becker distrofia Muscular em seres

humanos.

Adicionalmente, um oligonucledétido poderia ser de maneira
covalente ou ligado a ndo-de maneira covalente com um ligante

objetivo desenhado para especificamente facilitar a captacéo

numa célula, citoplasma e/ou o seu nlUcleo. Tal ligante
poderia compreender (i) um composto (incluindo mas néo
limitado para péptido (-lice) estruturas) reconhecendo a

célula, tecido ou dérgdo especifico elementos que facilitam a
captacdo celular e/ou (ii) um composto gquimico capaz de
facilitar a captacgéo em células e/ou a libertacéo
intracelular de um oligonucledétido de vesiculas, por ex.

endossomas ou lisossomas.
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Consequentemente, numa forma de realizagdo preferida, um
oligonucledtido é formulado numa composicdo ou um medicamento
ou uma composicdo, que ¢é fornecido de pelo menos um
excipiente e/ou um ligante objetivo para entrega e/ou um
dispositivo de entrega deste a uma célula e/ou aumentando a
sua entrega intracelular. Consequentemente, a invencdo também
encerra uma composicdo aceitdvel farmaceuticamente que
compreende um oligonucledétido e gque compreende ainda pelo
menos um excipiente e/ou um ligante objetivo para entrega
e/ou um dispositivo de entrega do dito oligonucledétido a uma

célula e/ou aumentando a sua entrega intracelular.

E para ser entendido que se uma composicdo compreende um
constituinte adicional tal como um composto de complemento
como aqui definido, cada constituinte da composicdo ndo pode
ser tem formulado numa uUnica combinacdo ou composicdo ou
preparacdo. Dependendo da sua identidade, o) técnico
especializado conhecerd que tipo de formulacdo ¢é o mais
apropriado para cada constituinte como aqui definido. Numa
forma de realizacdo preferida, a 1invencdo fornece uma
composicdo ou uma preparacdo que é em forma de uma equipe de
partes que compreende um oligonucledétido e mais um composto

de complemento como depois disso aqui definido.

Um preferido oligonucledétido é para prevengdo ou tratamento
Duchenne de distrofia Muscular (DMD) ou Becker de distrofia
Muscular (BMD) num individuo. Um individuo, que pode ser
tratado usar um oligonucledétido da invencdo pode ja ter sido
diagnosticado como um DMD ou um BMD. Alternativamente, um
individuo que pode ser tratado usar um oligonucledtido da
invencdo ndo pode ter até ter sido diagnosticado um DMD ou um

BMD mas pode ser um individuo com um risco aumentado de
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desenvolvimento de um DMD ou um BMD no futuro pelos seus
antecedentes genéticos. Um individuo preferido ¢é um ser

humano.

Se requerido, uma molécula ou um vetor gue expressa um anti
sentido oligonucledtido da invencdo pode ser incorporada numa
mistura farmaceuticamente ativa e agregar  um suporte

farmaceuticamente aceitéavel.

Consequentemente, a invencdo também fornece uma composicédo
farmacéutica que compreende uma molécula gque compreende um
anti sentido oligonucledétido de acordo com a invencdo, ou um
vetor com base num viral gque expressa do anti sentido

oligonucledtido de acordo com a invencgéo.

Em um mais aspeto, estd provido com uma composicdo gue
compreende um oligonucledtido como aqui definido.
Preferencialmente, a dita composicdo compreende pelo menos
dois oligonucleotidos diferentes como aqui definido. Mais
preferencialmente, estes dois oligonucléotides diferentes sdo
desenhados para omitir um ou dois ou mais exdes. Multi-
saltitante é encerrado pela invencdo presente, onde um
oligonucledétido da invencdo que induz o saltitante de exdo 44
é usado em combinacdo com outro oligonucledtido induzindo o
saltitante de outro exdo. Neste contexto, outro exdo pode ser
exdo 43,45 ou 52. Ex&o multiplo saltitante 3Ja& descrito na
EP1619249. O gene DMD é um grande gene, com muitos exdes
diferentes. Considerar que o gene estd localizado no
cromossoma X, sdo0 principalmente afetados meninos, ainda que
meninas podem também ser afetadas pela enfermidade, como eles
podem receber um original mau do gene de ambos os pails, ou

sdo sofrimento de uma inativacdo particularmente inclinada do
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alelo funcional devido a um particular inclinado X de
inativacdo do cromossoma nas suas células musculares. A
proteina é codificada por uma diversidade de exdes (79) sobre
uma margem de pelo menos 2.4 Mb. Faltas podem ocorrer com
qualgquer parte do DMD gene. Saltitante de um exdo particular
ou exdes particulares podem, muito frequentemente, dar por
resultado um ARNM reestruturado que codifica num mais curto
que normal mas pelo menos a distrofia funcional parcialmente
tem proteico. Um problema pratico no desenvolvimento de um
medicamento baseado em tecnologia saltitante de exdo é a
diversidade de mutacdes que pode dar pelo resultado de uma
deficiéncia em proteina de distrofia funcional na célula.
Apesar dos feitos de gque multiplas mutacdes diferentes podem
ser corrigidas para pelos saltitantes de um Unico exdo, esta
diversidade de mutacdes, requer a geracdo de uma série de
medicamentos diferentes em quanto que mutacdes diferentes de
diferentes necessidades de exdes saltitantes. Uma vantagem de
um oligonucledétido ou de uma composicdo que compreende pelo
menos dois diferentes oligonucledtido como depois disso aqui
definido ser capaz de inducgdo saltitante de dois ou mais
exbes, ¢é qgue mais de um exdo saltitante com um Unico
farmacéutico. Esta propriedade ndo é apenas Util praticamente
num numero limitado da necessidade de medicamentos ser gerada
para tratar muitos diferentes DMD ou particular, severo BMD
de mutacdes. Outra opcao agora aberta ao técnico
especializado é selecionar proteinas de distrofia
reestruturada particularmente funcional e produzir compostos
capazes de gerar estas proteinas de distrofia preferida. Tais
resultados de final preferido sdo mais referidos para como

fendétipo suave de distrofias.

Numa forma de realizacdo preferida, a dita composicdo sendo
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preferencialmente uma composigdo farmacéutica a dita

composicédo farmacéutica que compreende um suporte
farmaceuticamente aceitéavel, adjuvante, diluente e/ou
excipiente. Tal composicdo farmacéutica pode compreender

qualquer suporte farmaceuticamente aceitavel, enchedor,
conservante, adjuvante, solubilizador, diluente e/ou
excipiente também é fornecido. Tal suporte farmaceuticamente
aceitavel, enchedor, conservante, adjuvante, solubilizador,
diluente e/ou excipiente pode por exemplo encontrado em
Remington: a ciéncia e pratica de farmacia, 20th edicédo.
Baltimore, MD: Lippincott Williams & Wilcins, 2000. Cada
caracteristica da dita composicdo foi anteriormente aqui

definida.

Se diferentes oligonucléotides sdo usados, a concentracdo ou
dose definida Ja& aqui pode recorrer da concentracdo total ou
dose de todos os oligonucléotides terem usado ou a
concentracdo ou a dose de cada oligonucledétido wusado ou
adicionado. Consequentemente numa forma de realizacdo, esté
provido uma composigdo em que cada um ou a quantidade total
de oligonucledtido wusado ¢é dosificada numa quantidade

disposta entre 0.5 mg/kg e 10 mg/kg.

A  invencdo fornece ainda o uso de um anti sentido
oligonucledétido de acordo com a invengdo, ou um vetor com
base em viral que expressa um anti sentido de oligonucledtido
de acordo com a invencdo, para modular a juncdo do DMD ARNM.
A juncdo é preferencialmente modulada num humano miogenico de
células ou células musculares invitro. Mais preferido é que a
juncdo é modulada num humano miogenico de células ou células

musculares in vivo.
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Um anti sentido preferido de oligonucledétido que compreende
um ou mais andlogos de nucledtido ou equivalentes da invencéo
modula que empalma num ou mais células musculares, incluindo
coracdo muscular de células, entrega sobre a sistémica. Neste
aspeto, a entrega sistémica de um anti sentido
oligonucledétido que compreende um andlogo de nucledtido
especifico ou equivalente pode dar por resultado uma objetiva
um subconjunto de c¢élulas musculares, enguanto um anti
sentido oligonucledtido que compreende um analogo de
nucledétido diferente ou equivalente pode ter como resultado
objetivo um subconjunto diferente de células musculares.
Consequentemente, numa forma de realizacdo preferida para
usar uma combinacdo de oligonucléotides de anti sentido que
compreende andlogos de nucledétidos diferentes ou equivalentes

para modular saltitantes de exdo de 44 do DMD ARNM.

A invencdo além disso fornece o uso de um anti sentido
oligonucledétido de acordo com a invencdo, ou de um vetor com
base num viral gue expressa o anti sentido oligonucledtido de
acordo com a invencdo, para a preparacdo de um medicamento

para o tratamento de um DMD ou de um BMD doente.

Consequentemente num outro aspeto, estd provido do uso de um
oligonucledtido ou de uma composicdo como definido aqui para
a produgdo de um medicamento para evitar o tratamento
Duchenne de distrofia Muscular ou Becker de distrofia
Muscular num individuo. Cada caracteristica do dito uso foi

anteriormente aqui definida.

Um tratamento no uso ou num método de acordo com a invencdo e
pelo menos uma semana, pelo menos um més, pelo menos

diferentes meses, pelo menos um ano, pelo menos 2, 3, 4, 5,6
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anos ou mais. Cada molécula ou oligonucledtido ou equivalente
deste como definido aqui para uso de acordo com a invencdo
pode ser adequada para administracdo direta a uma célula,
tecido e/ou um o6rgdo in vivo de pessoas afetadas por ou em
risco de desenvolvimento de DMD ou de BMD, e pode ser
administrado diretamente in vivo, ex. vivo ou invitro. A
frequéncia de administracéo de uma composicdo de
oligonucledétido, composto ou complemento da invencdo pode
depender de diferentes parémetros tais como a era do doente,
a mutacdo do doente, o numero de moléculas (isto & dose), a
formulacdo da dita molécula. A frequéncia pode ser disposta
entre pelo menos uma vez em duas semanas, ou trés semanas ou
quatro semanas ou cinco semanas ou um periodo de tempo mais

largo.

A dose de oligonucledétido varia de acordo com a invencédo e
sdo preferencialmente projetadas baseando-se num estudo da
dose de aumento em processos clinicos (em vivo uso) para dJue
0s requisitos de protocolo rigoroso existam. Uma molécula ou
um oligonucledétido como aqui definido pode ser usada numa
dose que é disposta entre 0.1 e 20 mg/kg, preferencialmente

de 0.5 e 10 mg/kg.

Numa forma de realizacdo preferida, uma concentracdo de um
oligonucledétido como aqui definido, que é disposto entre 0,1
nM e 1 uyM é usado. Preferencialmente, esta margem & para uso
invitro num modelo celular tais como células musculares ou
tecido muscular. Mais preferencialmente, a concentracdo usada
é disposta entre 0.3 para 400 nM, ainda mais
preferencialmente entre 1 para 200 nM. Se diferentes
oligonucleotidos sédo usados, esta concentracdo ou dose pode

recorrer a concentracdo total ou dose de oligonucléotides ou
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a concentracdo ou dose de cada oligonucledétido adicional. As
gamas de concentracdo ou dose de oligonucledtido (s) como
sobre dados sdo preferidas concentragdes ou dosificada para
invitro ou ex. vivo usos. 0 técnico especializado
compreenderd que dependendo do oligonucledtido (s) tem usado,
a célula diana para ser tratado, o objetivo de gene e seus
niveis de expressdo, o meio tem usado e as condicdes de
transfuséo e incubacéo, a concentracédo ou dose de
oligonucledtido (s) usado pode variar mais e pode precisar de

ser mais otimizado.

Um oligonucledtido como aqui definido para uso de acordo com
a 1nvengdo pode ser adequado para administracdo de uma
célula, tecido e/ou um o6rgdo in vivo de pessoas afetados por
um risco de desenvolvimento DMD ou BMD, e pode ser
administrado in vivo, ex. vivo ou invitro. O dito
oligonucleédtido pode ser direto ou indiretamente administrado
a uma célula, tecido e/ou um o6rgdo in vivo de um individuo
afetado por ou em risco de desenvolvimento de DMD ou de BMD,
e pode ser administrado direto ou indiretamente in vivo, ex.
vivo ou invitro. Como Duchenne e Becker distrofia muscular
tém um fendtipo pronunciado em células musculares, é
preferido as ditas células musculares, é mais preferido este
tecido é um tecido muscular e/ou é mais preferido do dito
6rgdo gque compreende ou consiste num tecido muscular. Um
6rgédo preferido é o coracdo. Preferencialmente, as ditas
células compreendem um gene gque codifica uma proteina de
distrofia mutante. Preferencialmente, as ditas células sdo

células de um sofrimento individual de DMD ou BMD.

A menos que se indique o contrario cada forma de realizagdo

como se descreve neste caso pode ser combinada com outra
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forma de realizacdo como se descreve neste caso.

Neste documento e nas suas reivindicacgdes, o verbo "to
comprise" e as suas conjugacdes ¢é usado no sentido néo-
limitativo para significar que unidades depois da palavra sdo
incluidos, mas as unidades nédo especificamente mencionadas
ndo sdo excluidas. Adicionalmente o verbo "to consist" pode
ser substituido por significado "to consist essentially of"
que um composto de composto ou complemento como aqui definido
pode compreender componentes adicionais que aqueles
identificados especificamente, o dito adicional componente

ndo alterar a caracteristica original da invencéo.

Adicionalmente, a referéncia a um elemento pelo indefinido
artigo "a" ou "an" ndo exclui a possibilidade que mais de um
do elemento é apresentado, salvo se o contexto claramente
requer que ali um e apenas um dos elementos. O indefinido

artigo "a" ou "an" assim normalmente significa "at least

one".
A palavra Tapproximately" ou "about" gquando usados em
associagdo com um valor digital (aproximadamente de 10,

aproximadamente 10) preferencialmente significa que o valor

pode ser o valor dado de 10 mais ou menos 1% do valor.

A expressdo "in vivo" como aqui usado pode significar um
sistema celular que pode ser isolada do organismo das células
derivas. Células preferidas sdo células musculares. In vivo
pode também significar um tecido ou um organismo multicelular
que é preferencialmente um doente como agqui definido. Através
de fora da invencédo, in vivo é oposto a um invitro que é

associado com geralmente uma célula livre do sistema.
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Cada forma de realizagdo como aqui identificado pode ser

combinada juntamente com um menos que se indique o contréario.

A  invencédo é subsequentemente explicado nos exemplos
seguintes. Estes exemplos ndo limitam o &dmbito da invencéo,

mas meramente servem para esclarecer a invengéo.

As legendas da figura

A avaliacdo da figura 1. de AONs desenhada para induzir o
saltitante de exdo 44 do DMD de gene tem modificada células
musculares de controlo saudavel ou um DMD doente com uma

supressdo de exdo 45.

(A) em células de mUsculo diferenciado (myotubes) dum
doente com uma supressdao de exdo 45, todos testados
(modificada) AONs exdo 1nduzido 44 saltitante a uma
concentracdo de 150 nM, com PS188 (SEQ ID NO:5), PS190
(publicado previamente como h44AON2; Aartsma-Rus et al.
Neuromuscul Disord 2002,12 Suppl: S71), PS191 (SEQ 1ID
NO: 47), PS193 (SEQ ID NO:48), PS194 (SEQ ID NO:46), e
P3196 (SEQ ID NO: 51) qgue demonstra eficiéncias de

maximo (entre 84% e 94%).

(B) A maioria de AONs foi também testada por transfusdo
em células de controlo de humano saudavel em 150 e 400
nM de concentracdes. Os resultados sdo resumidos neste
grafico de coluna. PS188 ( SEQ ID NO:5), PS190; PS191
(SEQ ID NO: 47), PS193 (SEQ ID NO: 48), PS194 (SEQ 1ID
NO: 46), e PS3196 (SEQ ID NO: 51) eram confirmadas para
ser mais eficazes em induzindo exdo 44 saltitantes. Nota

que o exdo 44 saltitante niveis em células de doente séo
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habitualmente superiores em células de controlo como
resultado do feito de gque, uma diferenca de células
saudaveis, em exdo de células de doente 44 saltitante é
estruturante-restaurador e estdo ld na altura de mais um
funcional e estéavel. Ndo exdo 44 saltitante foi
observado em ndo-modificadas células musculares em todas

as experiéncias (dados ndo mostrados).

(C) Exemplos de PS197 (SEQ ID NO 52) e trés adicionais
AONs, PS199 (SEQ ID N° 44), PS200 (SEQ ID N° 49), e
PS201 (SEQ ID N° 50), testado de uma forma semelhante em
controlo muscular de células, em concentracgdes de
transfusdo 150 nM e 400 nM. O exdo 44 saltitante cujas
percentagens tem variado entre 1% (PS199) e 44% (PS200).

M: dimensdo de ADN marcador (100 escada de bases).

A Figura 2. Mais avaliagcdo de PS188 (SEQ 1ID NO:5) por
transfusdo de controlo de humano muscular células ou sangue

periférico mononucleados de células (PB-MNCs).

(A) Dose-resposta de experiéncia. Em controlo de humano
muscular células, PS188 mostrou niveis crescentes de
exdo 44 saltitantes em aumento de dose de transfusdo de

50 nM para 400 nM (em triplo), até 45% em 400 nM.

(B) PB-MNCs de um individuo saudédvel eram modificadas
com 200 nM PS188. Apesar a distrofia de feito de que é
apenas expressada em niveis baixos neste tipo de
células, o exdo 44 saltitante foli claramente observado.
Estes resultados confirmam a eficiéncia de PS188 em

induzindo exdo 44 saltitantes do DMD gene. M: marcador
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de dimensdo de ADN.

A Figura 3. Mais avaliagdo de PS188 (SEQ 1ID NO:5) por
administracdo para transgénico hDMD ratos que expressam do
humano de longitude total do gene de DMD, e para cinamolgos

simios tém incluido um estudo de toxicidade extensiva.

(A) injecdo intramuscular seguinte de 2x40 pg PS188 em
ambos gastrocnémios musculos (Gl e G2) de um hDMD de
rato, exdo 44 saltitante foil observado, ainda assim em
niveis baixos. Este confirma a capacidade de PS188 para
induzir o exd8o de humano 44 saltitante num tecido
muscular in vivo. Os niveils baixos eram esperados dados
os feitos de que este modelo de rato tem fibras de
miusculo saudavel habitualmente para mostrar niveis
inferiores de AON fibras de misculo distréfico comparado
com quando de captacdo. NT: em ndo tratado de hDMD
muscular ndo exdo 44 saltitante foi observado. M:

marcador de dimensdo de ADN

(B) Em simios tém incluido um estudo de toxicidade em
PS188, exdo 44 saltitante foil observado em sangue
periférico mononucleadas células (PB-MNCs) depois de 1-
hora intravenosa infus®es cada quarto dia durante 29
dias a um nivel de dose de 6mg/kg PS188. Nao exdo 44
saltitante foil observado em simios ndo tratados de (NT).

M: marcador de dimensdo de ADN.

Exemplos

Exemplo 1

51/69



Material e métodos

O desenho de AON foi baseado em (parcialmente) estruturas
secundadrias abertas superpostas do exdo do objetivo de ARN
como previsto pelo m-pregado programa (Mathewset otros., J
Biol de Mol 1999,288(5): 911-40), em (parcialmente) suposto
superposto SR-proteinas lugares de unido como previsto pelo
ESE-ortopédicos software (rulai.cshl.edu/tools/ESE/)
(Cartegni et al., &cidos nucleicos Res 2003,31(13): 3568-71),
e evitando extensdes de g de 3 ou mais nucledétidos ou CpG
pares. AONs (ver tabela 1) eram sintetizadas por Eurogentec
(Bélgica) e Propensa terapéutica BV (leiden; paises Baixos),

e contem 2'-O metilo ARN e coluna vertebral de fosforotiocato.

Cultivo de tecido, transfusdo e analise de RT-PCR

Miotube cultivos derivados dum individuo saudavel ("humano)
ou um DMD doente com uma supressdo de exdo 45 eram
processados como se descreve previamente (Aartsma-Rus et al.
zumbir Mol Genot 2003,12(8): 907-14; Havenga et al. J Virol
2002,76(9): 4612-20)). Para a selecdo de AONs, Miotube
cultivos eram modificados com 150 e/ou 400 nM de cada AON.
Transfusdo tem reactivo polietilenimina (PEI, ExGen500 MBI
Fermentas) ou um derivado (UNIFectilina, Prosensa terapéutica
BV, ©paises Baixos) foi usado, com 2 pul ExGen500 ou
UNIFectilina por pg AON. Um controlo AON com uma etiqueta de

fluoresceina foili usado para confirmar eficiéncias de

transfuséo 6tima (habitualmente sobre 90% nucleos
fluorescentes eram obtidos). ARN foi isolado 24 para 48 horas

depois de transfusdo como se descreve (RAartsma-Rus et al.
Neuromuscul Disord 2002,12 Suppl: S71). Exdo saltitante de

eficiéncias eram determinados por nidificado RT-PCR analise
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usando cevadores nos exdes flanqueando exdo 44 (Aartsma-Rus e
al. Neuromuscul Disord 2002,12 Suppl: S71). Fragmentos de PCR
eram isolados de geles de agarose (usando o QIAguicc equipa
de extracdo de Gel (QIAGEN) para verificacdo de sequéncia
(pelo leiden tecnologia de genoma centrais (LGTC) usando o
BigDye determinagdo de sequéncia de ciclo de terminador
preparada equipa de reacdo (PE biossistemas aplicados), e ABI
3700 sequenciador (PE biossistemas aplicados) . Para
quantificacdo, os produtos PCR eram analisados usando o ADN
1000 LabChips equipa no Agilent 2100 bio desativadores
(Agilent tecnologias, USA).

Resultados

Uma série de AONs sequenciais objetivos dentro do exdo 44
eram projetados e testados em controlo saudédvel e derivado
com doente Miotube cultivados, por transfusdo e posterior RT-
PCR e andlise de sequéncias de isolado ARN. Em miotubes
derivados dum DMD doente com uma supressdo de exdo 45, exdo
especifico 44 saltitante foi induzido em 150 nM para cada AON
(PS187 para PS201) testado, com PS188 (SEQ 1ID:5), PS190
(publicado previamente como h44A0ON2, Aartsma-Rus et al.
Neuromuscul Disord 2002,12 Suppl: S71), PS191 (SEQ ID N°:
47), PS193 (SEQ ID N°: 48), PS194 (SEQ ID N°: 46), e PS196
(SEQ ID NO: 51) qgue demonstra niveis de saltitante maximo

(entre 84% e 94% em 150 nM) (Fig.1lA)).

Experiéncias de transfusdes similares eram feitas em células
de controlo de um saudadvel individuo. Percentagens de exdo 44
saltitantes eram constatadas e comparadas com estes nos
cultivos de células de doente (Fig. 1B). Inerente a mediado

sem sentido ARN decadéncia da cbépia de controlo depois de
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exdo 44 tem saltitantes, as percentagens de controlo eram
habitualmente baixar que estas nas células de doente (vem por
exemplo resultados com PS197 em fig. 1A (células de doente)

vs. Fig. 1C (controlo células)).

Trés adicionais AONs (PS 199 (SEQ ID N° 44), PS200 (SEQ ID N°
49), e PS201 (SEQ ID N° 50) eram testadas em controlo de
células musculares, em concentracgdes de 150 nM e 400 nM. O
exdo 44 saltitante de percentagens tem variado entre 1%
(PS199) e 44% (PS200) (Fig. 1C). Baseado em todas as
experiéncias de transfusdo, os AONs PS187; PS188; PS190;
PS191; PS192; PS193; PS194; PS196 e PS200 eram considerados
mais eficazes, e os AONs PS189; PS197; PS198; PS199, e PS201

menor eficazes.

PS188 (SEQ ID N° 5) foli mais testada em experiéncias de
resposta de dose em células de controlo de humano saudavel
muscular, aplicacdo crescente de dose de 50 para 400 nM em
triplo. Niveis crescentes de exdo 44 saltitantes eram
consequentemente observados, até 45% em 400 nMPS188 (figura

2R) .

Exemplo 2

Materiais e métodos

Uma amostra de sangue de controlo de humano saudavel fresco,
recolhido num tubo de EDTA, fol estratificada sobre um
HistoPaque gradiente. Sobre a centrifugagdo, as segundas
camadas (do quatro camadas, embaixo) com as células
mononucleadas foram recolhidas, lavados, e centrifugados

novamente. O granulado de célula foi re suspendido em meio de
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cultivo de proliferagdo e contada. Numa placa de 6-pocgos,
8x106 as células por bem eram chapadas e incubado em 37°C, 5%
CO2 durante 3 horas. As células eram logo modificadas com O
ou 200 nM PS188 (SEQ ID NO:5,2'0OMePS ARN; Prosensa
terapéutica BV), em duplo, por prato. ARN foi isolado 72
horas depois da transfusédo, e analisado por RT-PCR anéalise
usando DMD - geno cevadores especificos flanqueando exdo 44
(RAartsma-Rus et al. Neuromuscul Disord 2002,12 Suppl: S71).
Andlise de sequéncias (pelo leiden tecnologia de genoma

central (LGTC) usando o BigDye determinacdo de sequéncia de

ciclo de terminador preparada equipa de reacdo (PE
biossistemas aplicados), e ABI 3700 sequenciador (PE
biossistemas aplicados) foi realizado em produtos PCR
isolados (usando o QIAquicc equipe de extracdo de Gel

(QIAGEN) para confirmar o exdo especifico 44 saltitante em

ARN nivel.

Resultados

Em modificado sangue periférica tem mononucleados células
(PB-MNCs) dum controlo sauddvel tem individuos, PS188
induzido a producdo de um fragmento de cdépia mais curta nova
aplicado quando em 200 nM (Fig. 2B). Este fragmento foi
isolado num ordenado e confirmado devido ao especifico
saltitante de exdo 44. Em ndo-modificada PB-MNCs ndo exdo 44
saltitante foi observado. Estes resultados indicam que PS188
é um composto eficaz que induze exdo de humano 44 saltitante

invitro.

Exemplo 3

Materiais e métodos
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Anti sentido oligo-ribonucleotidos (AONs).

Normal e mdx ratos (Sicinski et al. (1989). Ciéncia 244:
1578-1580) eram injetados com o especifico de rato m46A0N4
(caminhonete Deutekom et al. (2001) zumbem Mol Genot 10:
1547-1554), considerando que o hDMD de ratos com o especifico
de humano PS196 (SEQ ID N° 51) ou PS188 (SEQ ID N° 5). Ambos
os AONs tém contido uma espinha dorsal de fosforotiocato de
corpo saibo e 2'-O-metilo moléculas de ribose modificada

(PS196: Eurogentec, Bélgica; PS188: Prosensa terapéutica BV).

Normal, mdx e transgénico de hDMD de ratos

Ratos Normais (C57B1/6NCrlL) e mdx ratos (C57B1/10ScSn-mdx/J)
eram obtidos de Carlos conca de rio laboratdérios (o paises
Baixos). Transgénico hDMD de ratos eram projetados em nosso
préprio LUMC laboratérios. Brevemente, até embriondria (ES)
células eram modificadas geneticamente através de fusdes com
esferoblastos de levedura de suporte de um YAC de 2.7 Mb que
contidas o de corpo saibo (2.4 Mb) humano DMD gene. Este YAC
foi previamente reconstruido por recombinacdo homdéloga de
superposto menor YACs em levedura (toca Dunnen et al. (1992).
Zumbir Mol Genot 1: 19-28)). ES-células gque mostra integracéo
de uma cépia da dimensdo completa YAC, como constatado por
PFGE aplicacédo, andlise de PCR de exdo um contratempo o gene
inteiro, e andlise de peixe de metafase, eram logo usados
para causar homozigoto hDMD de ratos ('t Hoen et al., J.
Biol. Chem. 2008)). Transgénico hDMD de ratos ndo parecem ser
fisicamente afetados pela modificacdo genética. A expressdo
apropriada do humano DMD gene poderia ser demonstrada em
misculo, ambos em ARN e nivel proteico. A engenharia destes

ratos foil autorizada pelo ministério holandés de agricultura
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(LNV) ; projeto nr. WA/BD01.284 (E21).

Administracdo de AONs.

As experiéncias em intramuscular AON-injec¢des em ratos eram
autorizadas pelo animal experimentais comissdo (UDEC) da
faculdade médica do leiden universidade (projeto néo
00095,03027). ©Os AONs eram injetados, gqualquer puros, ou
complexos a polietilenimina de polimero catidénico (PEI; ExGen
500 (20x), MBI Fermentas) em racios de 1 ml PEI por nmol AON
em 5% de solucdo de glicose de p/v, ou para 15 nmol SAINT-
18TM (Synvolux terapéutica B.V., o paises Baixos), de acordo
com as 1instrucdes dos fabricantes. O SAINT-18TM sistema de
entrega se encaixa num grupo de cabeca de piridinio catidnico
e permite entrega ndo-tdxica de oligonucléotides de anti
sentido. Ratos eram anestesiados por injecdo intraperitonial
de um 1:1 (v/v) Hypnorm/Dormicum solucédo (Janssen
Pharmaceutica, Belgium/Roche, o paises Baixos). Puro AON
(PS188) foi administrado num volume de injecdo final de 40 pl
por injecdo intramuscular em ambos gastrocnémios musculos dos
ratos usar um Hamilton seringa com um 22-Gauge agulha. Os
ratos receberam duas injecdes de 40 pg a 24h de intervalo.
Eles eram sacrificados em post-injecdo de pontos de tempo
diferentes; para PS188-injected hDMD de ratos dez dias depois
da injecdo de ultima. Miusculos eram isolados e congelados em

ligquido arrefecido com nitrogénio 2- metilbutano.

RT-PCR anéalise.

Amostras musculares eram homogeneizadas em solucdo de abelha
de ARN (Campo cientificas, o paises Baixos). ARN total foi

isolado e purificado de acordo com as instrugdes do
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fabricante. Para ADNc sintese com a transcriptase reversa C.
polipolimerase de unidade de calor ou Transcriptor (Roche
diagnostica, o paises Baixos), 300 ng de ARN foi usada em um
20 pl de reacdo em 60°C durante 30 min, reverso cevado com
qualguer rato- ou cevadores especificos de humano. Primeiro
PCRs eram realizados com conjuntos de cevador externo (exdes
flanqueantes 43-45 para PS188-injected ratos), durante 20
ciclos de 94°C (40 seg.), 60°C (40 seg.), e 72°C (60 seg.).
Um pl desta reacdo (diluido 1:10) foi logo re - amplificado
usando combinacdes de cevador nidificado nos exdes
diretamente flanquear o exdo de objetivo (exdo 44 para PS188-
injected ratos), com 30 ciclos de 94°C (40 seg.), 60°C (40
seg.), e 72°C (60 seg.). Produtos PCR eram analisados em 2%
geles de agarose. Eficiéncias saltitantes eram determinadas
por quantificacdo de produtos PCR usando o equipe de LabChip®
de ADN 1000 e o Agilent 2100 Dbiodesativadores (Agilent
tecnologias, o ©paises Baixos). Conjuntos de cevador e
sequéncias eram descritos previamente (Aartsma-Rus et al.
(2002) Neuromuscul Disord 12 Suppl: 871,8,17; caminhonete
Deutekom et al. (2001) zumbem Mol Genot 10: 1547-1554).

Anadlise de sequéncias.

RT-PCR produtos eram isolados de 2% geles de agarose usando o
QIAguicc equipe de extracdo de Gel (QIAGEN). Sequenciacgdo de
ADN direta efetuou-se pelo leiden da tecnologia de genoma
central (LGTC) usando o BigDye determinacdo de sequéncia de
ciclo de terminador preparada a equipe de reacdo (PE
biossistemas aplicados), e analisado num ABI 3700

sequenciador (PE biossistemas aplicados).

MALDI-TOF espectrometria de massa.
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Abelha de ARN muscular de tecidos homogeneizados eram
purificados wusando uma equipe de purificacdo de Aacido
nucleico (equipe de purificacdo de 4&cido nucleico para
SequazymeTM ponto SNP equipa, biossistemas aplicados) com 96
bem placas de giro (biossistemas aplicados) depois as
instrucdes do fabricante. Solucdo de matriz (50 mg/ml 3-
hidréxi picolinico acido e 25 mM citrato de aménio dibasico
em 50% acetonitrilo) foi aplicada em 1 ml partes aliguotas
para um AnchorChipTM objetivo de amostra (Bruker Daltonics,
Alemania) e ar seco. Amostras eram manchadas em 0.5 ml partes
aliquotas sobre 0os cristais de matriz e ar seco.
Determinacdes de massa eram realizadas num reflexo III MALDI-
TOF espectrdémetro de massa (Bruker Daltonics, Alemania).
Espectros eram adgquiridos em modo de refletor e acumulados
para aproximadamente 900 disparos de laser. Amostras de
etiquetado e ndo-etiquetadas m46AON4 eram analisadas para

comparacdo.

Resultados

Exdo saltitante em misculo tipo selvagem

Nés primeira série apontada sobre exdo saltitante em musculo
de rato in vivo e pardmetros diferentes otimizados de
administracdo. Experiéncias iniciais eram realizados em ratos
de tipo selvagem, e, mediado sem sentido enquanto ARN
decadéncia causaré subavaliacédo do exao saltitante
eficiéncias, o efeito do AONs foi controlado em nivel ARNM
apenas. Nobés temos injetado dosagens crescentes de 0.9 nmol
para 5.4 nmol de cada anti sentido oligonucledétido. RT-PCR
andlise de musculo total ARN demonstrada a ocorréncia de um

fragmento de cépia mais curta nova em todas as amostras
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injetadas. Andlise de sequéncias confirmadas o saltitante de

exdo 44 neste produto (dados ndo mostrado).

Seccdes cruzadas do lateral ao contrdrio de muasculos
injetados eram analisados para dispersdo e persisténcia de um
controlo etiquetado com fluoresceina AON. Injecdo seguinte de
puro AON, nds observamos sinais fluorescentes dentro de
algumas fibras para até uma semana. Depoils disso sinais
débeis de pontos de tempo eram observados, e principalmente
dentro dos espagos intersticiais. O uso de PEI realcado
claramente ambas dispersdo e persisténcia do sinal
fluorescente, mesmo depois de 3 semanas. No entanto, a
degeneracdo de fibra também induzida e infiltracdo de
mondécito absorvente mais fluorescéncia. Usar, a maior parte
do sinal foi detetado nos espacos intersticiais para até uma
semana, 1ndicando que este reactivo fez ndo eficientemente
abrir para o AON nas fibras musculares. Uma vez que o sinal
fluorescente ndo pode assemelhar a presenca de intato e
funcional AONs, nds temos realizado MALDI-TOF espetrometria
de massa tem injetado amostras musculares. As analises
indicadas que a etiqueta fluorescente foi removida do AON
dentro de 24 horas. O etiquetado AON foi apenas detetavel
para até duas semanas ao usar-se PEI. O intersticial de AONs
eram provavelmente mais vulneradveis para a degradacdo do que
o intracelular de AONs. O ndo-etiquetado AON foi observado
para trés e para quatro post-injecdo de semanas em todos as
trés séries, mas pode apenas ser presente o funcional gquando

intracelular mente, por exemplo na série de PEI.

Exdo especifico de humano saltitante em hDMD misculo

Uma vez que a estratégia do exdo saltitante é uma abordagem
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terapéutica especifica de sequéncia, a validacdo pré-clinica
ideal seria um humano de objetivo DMD gene, num rato
experimental de antecedentes. Nés temos projetados tais
transgénicos, "humanised" DMD (hDMD) de ratos de suporte de
uma coépia funcional e integrada do humano do corpo saibo DMD
gene. Expressdo de distrofia de humano em hDMD musculo de
rato foil especificamente detetado por imunohistoguimico
anadlise de seccgdes cruzadas, usando um anticorpo especifico
de humano (MANDYS106). Em musculo ARN nivel, RT-PCR andlise
usando qualgquer rato- ou transcricdo correta tém demonstrado
cevadores especificos de humano do gene DMD. Além disso,
sobre c¢ruzamento com mdx ratos, o hDMD construcdo mostrou
para complemento o defeito distréfico, como foi constatado
por histoldgico e ADNc andlise de micro conjunto ('t Hoen et
al., J. Biol. Chem. 2008)). hDMD ratos tém fibras de musculo
saudavel habitualmente expdem uma captacdo limitada de
despidos de AONs. Noés temos injetado o especifico de humano
AON PS196 (SEQ ID N° 51) tem complexo para PEI, ou PS188 (SEQ
ID N° 5) sem PEI, no gastrocnémios musculos do hDMD de ratos
(2x40 pg injegdes dentro 24 horas). Em 7 para 10 dias post-
injecdo nés claramente observamos o saltitante do exdo
apontado 44 do humano DMD cépia (Fig. 3A). Ainda o especifico
de humano AONs sdo altamente homdélogos nas sequéncias de rato
correspondente, com apenas 2 ou 3 desadaptag¢des no respetivo
20-mers, no rato enddgeno as transcricdes eram ndo afetadas
para qualguer nivel detetavel. PS188 exdo induzido 44 tem
saltitante, como confirmado por andlise de sequéncias. Né&o
exdo 44 saltitante foi observado em ndo tratada hDMD musculo.
Estes resultados indicam que PS188 é um composto eficaz que

induz exdo de humano 44 saltitante em tecido muscular.

Exemplo 4
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Material e métodos

Como parte de um programa de toxicidade extensiva para PS188,
ndo-jejuado cinamolgos simios eram tratados por 1-hora
intravenosa infusdo (5 mL/kg / h) cada quarto dia durante 29
dias numa dose- nivel de 6mg/kg PS188 (SEQ ID N° 5,2'OMePS
ARN; Agilent ciéncias de vida, USA). As PS188 formulacdes
eram preparadas em cada dia de tratamento (em dias de teste
1, 5, 9, 13, 17, 21,25 e 29) logo antes da iniciacdo da
administracdo (logo como possivel antes, um ou mais dentro
uma hora antes iniciacdo de administracdo). Formulacdes eram
preparadas para dissolugdo PS188 em tampdo fosfato; o
contetido de pureza e A&gua eram tomados em conta como
fornecidos no certificado de andlise da substéncia do
medicamento. A quantidade de PS188 foi ajustada para cada
peso corporal de corrente do animal. Os animais eram
sacrificados 96 horas depois da administracdo da ultima (dia
33). Amostras de sangue (10 ml) eram recolhidas em tubos de
EDTA, e (depois durante a meia-noite a temperatura ambiente
de embarque) estratificado sobre um HistoPaque gradiente.
Sobre a centrifugacdo, a segunda camada (de guatro camadas,
em baixo) com as células mononucleadas foram recolhidas,
lavadas, e centrifugadas novamente. ARN foi isolado do
granulado de célula resultante e analisado por RT-PCR andlise
usando DMD-geno cevadores especificos flanqueando exdo 44
(Aartsma-Rus et al. Neuromuscul Disord 2002,12 Suppl: S71).
Andlise de sequéncias (pelo leiden tecnologia de genoma

central (LGTC) usando o BigDye determinacdo de sequéncia de

ciclo de terminador preparada a equipa de reacdo (PE
biossistemas aplicados), e ABI 3700 sequenciador (PE
biossistemas aplicados) foi realizado em produtos PCR
isolados (usando o QIAquicc equipa de extracdo de Gel
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(QIAGEN)
ARN nivel.

Resultados

para confirmar o exdo especifico 44

saltitante em

Em simios tratados por 1l-hora com infusdes intravenosas cada

quarto dia durante 29 dias num nivel de dose de 6émg/kg PS188,

exdo 44

mononucleada de células

estas células expressam niveis apenas baixo da distrofia.

saltitante foi

(Fig. 3B),

observado em sangue

periférico

apesar do feito de que

0

humano e mono DMD de sequéncia apontado por PS188 é de fato

100% idéntico.

ndo tratados.

Ndo exdo 44 saltitante fol observado em simios

Estes resultados

indicam

que PS188

composto eficaz que induz exdo 44 saltitante in vivo.

Sequéncias oligonucleotidos de anti sentido da tabela 1.

é

TABELA 1A
1(PS188) UCAGCUUCUGUUAGCCACUG SEQIDNO 5
2 UUCAGCUUCUGUUAGCCACU SEQ IDNO 6
3 UUCAGCUUCUGUUAGCCACUG SEQIDNO 7
4 UCAGCUUCUGUUAGCCACUGA SEQ IDNO 8
5 UUCAGCUUCUGUUAGCCACUGA SEQIDNO 9
6 UCAGCUUCUGUUAGCCACUGA SEQIDNO 10
7 UUCAGCUUCUGUUAGCCACUGA SEQID NO 11
8 UCAGCUUCUGUUAGCCACUGAU SEQIDNO 12
9 UUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAU SEQIDNO 13
10 UCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUU SEQID NO 14
11 UUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUU SEQIDNO 15

um
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12 UCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUA SEQIDNO16 |
13 UUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUA SEQIDNO17 |
14 UCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA SEQIDNO 18 |
15 UUCAGCUUCUBUUAGCCACUGAULAA | BEQIDNGIS |
18 UCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAAA | SEQIDNDZ0 |
17 UUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAAA | SEQIDNO 21 |
18 CAGCUUCUGUUAGCTACUG SEQIDNO22 |
19 CAGCUUCUGUUAGCCACUGAU SEQIDNO 23 |
20 AGCUUCUGUUAGCCACUBAUU SEQIONO 24 |
21 CAGCUUCUGUUAGCCACUGAUU SEQIDNO 25 |
22 AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUA SEQIDNOC 26 |
23 CAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUA SEQIDNG27 |
24 AGCULCUGUUAGCCACUGAUUAA SEGIDNO28 |
25 CAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA SEQIDNG29 |
26 AGCUUCUGUUAGCTACUGAUUAAA SEQIDNG30 |
27 CAGGUUICUGUUAGCCACUGAUUAAA SEQIDNO3Y |
28 AGCUUCUBUUAGCCACUGALUAAA SEQIDNO32 |
29 AGCUUCUGUUAGCCACUGAY SEQIDNO33 |
30 | GCUUCUSUUAGCCACUGAUL SEQIDNO3S |
31 AGCUUCUGUUAGCCACUGAUY SEQIDNGES |
32 GCUUCUGUUAGCCACUGAUUA SEQIDNO3S6 |
33 | AGCUUCUBUUAGCCACUGAUUA SEQ D NO37
34 GCUUCUGUUABCCACUGAULAA SEQIONG3S |
35 AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA SEQIONDIS |
35 GCUUCUGUUAGTCACUGAULIAAA SEQID NG 4D |
37 AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAAA SEQIDNO4T |
38 GCUUCUGUUAGCCACUGAUUAAA SEQIDNGA42 |
39(PS192) | CCAULUGUAULUAGCAUGUUCCT SEQIDNOA43 |
4D(PS199) | ABGAUACCALIUGUAUUUAGT SEQIDNQ 44
41(PS187) | GCCAUUUCUCAACAGAUCU SEQID NG4S |
42(PS194) | GCOAUVUCUCAACAGALICUGUCA SEQIDNO46 |
43(PS 1‘91_) AULICUCAGGAAULIUGUGUCUUUG SEQIDNOAZ
44(PS193) | UCUCAGGAAULUGUGUCULUC SEQIDNO4S |
45(PS200) | GUUCAGCUUCUGUUAGCT SEGIDNG4S |
48{PS201) | CUGAUUAAAUAUCUUUALUAU G SEQIDNO S0 |
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TABELA 1B

47 (PS196) | GCCGCCAUUUCUCAACAG SEQID NO 51
48 (PS197) | GUAUUUAGCAUGUUCCCA SEQIDNO 52
49 (PS198) | CAGGAAUUUGUGUCUUUC SEQIDNO53
50 (PS189) | UCUGUUAGCCACUGAUUAAAU | SEQIDNO 54

SEQ ID NO:55 HOMO SAPIENS sequéncia de aminodcidos DMD
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MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFITEKWVNAQFSKFGKQHIENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTG
GELPKEEGSTRVHALNNVNEALRVLQNNNVDLVNIGSTDIVBGNHEKLTLGLIWNIILHWG
VENVMENIMAGLQQINSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTS WEDGLALNALIHSHRPDL
FDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIERLLDPEDVD TTYPDEKSILMYITSLFQVLPQQ
VSIEAIGQEVEMLPRPPEVTKEEHFQLHHQMHYSQQITVILAQGYERTSSPKPRFKESYAYTQ
AAYVITTSDPIRSPFPSQHLEAPEDKSFGRELMESEVNLORYQTALEEVLSWLLSARDTLQA
QGEISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTCRLSEDEETEVQEQM
NLLNSRWECLRVASMEKQSNLHRVEMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTREMEEEPLGFDL
EDLEKRQVQQHEVIQEDLEQRQVEVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLEVLGDRWAN
ICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEREDAVNKIHTTGFRKDGNEMLSSLQK
LAVLEADLEKKKQSMGRELYSLEQDLLSTLENKSVTQKTEAWLDNFARCWDNLVQKLEKS
TAQISQAVITTQPSLTQTTVMETVITVITREQILVEKHAQEELPPPPPQRKRQITVIISEIRKRL
DVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIFRKEGNFSDLEKEKVNAIEREEAEKFRELQDASRSAQA
LVEQMVNEGVNADRIKQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNNIIAFYNQLQQLEQMT
TTAENWLKIGPTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLEGLOQPQIFRIKIGSIALKEKGQGPMFELDA
DEFVAFTNHEXQVISDVRQAREXELQTIEDTLPFMRYQETMSAIRTWVQQSETKLIIPQLSYT
DYEIMEQRLGELQALQSSLQEQQRSGLYYLSTTVKEMSKKAPSEISRKYQSEFEREIEGRWKK
LSSQLVEHCQRLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVFLKEEWPALGDSEILKKQLERC
RLLVEDIQTIQPSLNSVNEGGQEIEKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEAL
KGGLEKTVSLQEDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAREEAQQKE
AEVRLUTESVNSVIAGAPPVAQEALKKELETLITNYQWLCTRLNGECKILEEVWACWHEL
LSYLERKANKWLNEVEFKLKTTENIPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQIRILAQTLTD
GGVMDELINEELETFNSRWRELHEEAVRRQELLEQSIQRAQETEESLHLIQESLIFIDEQLA
AYIADKVDAAQMPQEAQKIQSDLTSHEISLEEMEEKHNQGKEAAQRVLEQIDVAQKKLQDY
SMEFRLFQEKPANFEQRLQESKMILDEVEKMHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSE
VESEVEMVIEKTGRQIVQERQTENPEELDERVTALKLEYNELGARVIERKQQLEKCLKLSR
KMRKEMNVLTEWLAATDMELTERSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQREIEKQKVHLKSIPE
VGEALKTVLOKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYGRHMETFDQNVDHITK
WHQADTLLDESERKEPQQKEDVLERLKAELNDIRPEVDSTRDQAANLMANRGDHCORKLY
EPQISELNHRFAAISHRIKTGKASIPLKELEQFNSDIQKLLEPLEAEIQQGVNLKEEDFNKD
MNEDNEGIVKELLQRGDNLQQRITDERKREEIKIKQQLLQTKHNALKDLRSGRRKEALEIS
HQWYQYKRQADDLLRCLDDIEKKLASLPEPRDERKIKEIDRELQKKKEELNAVRRQAEGL
SEDGAAMAVEPTQIQLSKRWREIESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLEISYVE
STYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLENIKDSLQQSSGRIDITHSKKT
AATQEATPVERVELQEALSQLDFGWERVNEKMYKDRGGRFDRSVEKWRRFHYDIRIFENQW
LTEAEQFLRETQIPENWEHAKYEWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEEIIQQSSKTDASIL
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QEKLGSLNLRWQREVCKQLSDRKKRLEEQENILSEFQRDLNEFVLWLEEADNIASIPLEPGK
EQQLEEKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAPISPEEQDKLENKLKQTNLQWI
KVSRALPEKQGEIEAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEIYNQPNQEGPFD
VQETEIAVQAKQPDVEEILSKGGHLYKERKPATQPVERKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQP
DLAPGLITIGASPIQTVILVIQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLS
LLDQVIXSQRVMVGDLEDINEMIIKQEKATMQDLEQRRPQLEELITAAGNLENKTSNQEART
HTDRIERIGNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKE
GPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTREVHMITENINAS
WRSIHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLGDATRKERLLEDSKG
VKELMEKQWQDLQGEIEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSEL
REKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAPIGGDFPAVQKQNDVHR
AFKRELKTREPVIMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAGQNVTRLLRKQAEEV
NTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEVIKGSWQPVGDLLIDSL
QDHLEREVEALRGEIAPLEKENVSHVNDLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVE
DRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERAISPNEKVPYYINHETQTTCWDHPEMTELY
QSLADLNNVRFSAYRTAMRLRRIQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLEKQNDQPMDILQING
LTTIYDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFETGIISLCEAHLEDK
YRYLFEKQVASSTGFCDQRERLGLLLHDSIQIPRQLGEVASFGGSNIEPSVRSCFQFANNKPEIE
AALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCNICKECPUGFRYRSLKHFNYDICQ
SCFFSGRVAKGHRKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLENKFRTERYFAKHPRMGYLPV
QTVLEGDNMETPVTLINFWPVDSAPASSPQLSHDOTHSRIEHYASRLAEMENSNGSYLNDS
ISPNESIDDEBLLIGHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELERILADLEEENRNLGY
AEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAELIAEAKLLRQHKGRLEARMQILED
HNEKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGE
EDLLSPPQDTSTCLEEVMEQLNNSFPSSRGERNTPGKPMREDTM
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Reivindicacdes

1. Um anti sentido oligonucledétido consistente em a sequéncia

de 5" UCAGCUUCUGUUAGCCACUG 3' (bilhete de sequéncia NO:5).

2. Um oligonucledétido de acordo com a reivindicacdo 1, que é
um fosforodiamidato oligdémero de morfolino (PMO), um é&cido
nucleico peptidico (PNA) ou um A&cido nucleico Dbloqueado

(LNA) .

3. Um oligonucledétido de acordo com a reivindicacdo 1, onde
dito oligonucleétido é um fosforoticato de metilo de 2'-0

oligo-ribonucleotidos.

4. Um vetor com base em viral, que compreende um Pol promotor
-I1T conduzido cassete de expressao, expressar um

oligonucleédtido como definido na reivindicacgédo 1.

5. Uma composicdo farmacéutica que compreende um
oligonucledtido como definido com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, ou o vetor da reivindicacdo 4, e um

suporte aceitéavel farmacéutico.

6. Uso do oligonucledtido como definido com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, ou o vetor da reivindicacdo 4, ou a
composicdo segundo a reivindicacdo farmacéutica 5 para Jjuncédo

da modulacdo invitro do pré-ARNM de distrofia.

7. Um oligonucledétido como definido com qualgquer uma das
reivindicacgdes 1 a 3, ou o vetor da reivindicacdo 4, ou a
composicgdo segundo a reivindicagdo farmacéutica 5 para uso

como um medicamento para tratar um DMD ou BMD de doente.
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8. Um método invitro para induzir um saltitante de exdo 44 do
pré-ARNM de distrofia numa célula, o método que compreende o
fornecimento da dita célula com um oligonucledétido como
definido com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, ou o
vetor da reivindicacdo 4, ou a composigcdo segundo a

reivindicacdo farmacéutica 5.

Lisboa, 25 de Novembro de 2015
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Resumo

A invencgdo proporciona um método para modular salto do gene
da distrofia muscular de duchenne (DMD), numa célula. Mais
especificamente, o invento proporciona métodos e meios para
modular a falha do exdo 44 da DMD. A invencgdo proporciona
ainda moléculas de Aacido nucleico que podem ser utilizadas
para um método da invencdo, métodos de expressdo para a
expressdo de uma molécula de acido nucleico numa célula, e a
utilizacdo de uma molécula de Aacido nucleico para modular

salto de DMD numa célula.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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