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Linh vic k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén oligome dbi nghia giy ra su bo qua exon 51 trong gen

dystrophin ctia ngudi va duge phim chira oligome nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Chutng loan dudng co Duchenne (Duchenne Muscular Dystrophy - DMD) 1a
dang phd bién nhét cua ching loan dudng co tang tién do di truyén anh huong dén
khoang 3500 tré trai méi sinh. Mac dau céac chuc nang van dong la hiém khi di biét &
ngudi khée manh & giai doan vi thanh nién va tho 4u, su yéu co quan sat thiy & tré tix
4 dén 5 tubi. Sau do, su yéu co tién trién dén mat kha nang di lai khi khoang 12 tudi va
chét do su thiéu niang ho hap va tim khi vao gian doan tudi giita 20 va 29. DMD la
chung rdi loan nghiém trong. Hién nay, khong c6 phwong phép diéu tri ndo hiéu qua

cho DMD, va ¢c6 mong muon rat 16n doi véi viéc phat trien tadc nhan di€u tri moi.

DMD duoc biét 13 gay ra boi su dot bién trong gen dystrophin. Gen dystrophin
ndm trén nhiém sic thé X va 1a gen rit 16n bao goém 2,2 triéu cip nuleotit ctia ADN.
ADN dugc phién ma thanh céc tién thAn mARN, va cac intron dugc loai bo béng su
cit b6 dé tong hop mARN véi khoang 11.058 bazo, trong d6 79 exon dugc két hop
cing nhau. mARN duge dich mé thanh 3.685 axit amin dé tao thanh protein dystrophin.
Protein dystrophin lién quan dén sy duy tri sy 6n dinh mang trong céc té bao co va can
dé gitp cac té bao co it bi pha hity. Gen dystrophin & bénh nhan miac DMD c6 dot bién
va do d6, protein dystrophin, 14 protein chirc nang & té bao co hiém khi dwgc biéu hién.
Do d6, chu triic cua cac té bao co khong thé duoc duy tri trong co thé cia bénh nhan
méc DMD, dan dén su tran lwgng 16n cda cac ion canxi vao cac té bao co. Hau qua 1a,

dap Gng dang viém xay ra de thuc day su xo hda khién céac té bao co chi co thé duoc
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tao ra véi tré ngai.

Chung loan dudng co Becker (Becker Muscular Dystrophy - BMD) ciing dugc
gay ra bdi su dot bién trong gen dystrophin. Cac hoi ching lién quan dén su yéu co di
kém boi chimng teo co nhung thuong c6 tién trinh yéu co nhe va cham, khi so v6i DMD.
Trong nhiéu trudng hop, su khéi phat cia bénh 1a & nguoi truong thanh. Céac khac biét
trong cac hoi chirng 14m sang gitta DMD va BMD dugc xem 1a thude vé viéc liéu khung
doc clia cac axit amin trong qua trinh dich ma cia mARN dystrophin thanh protein
dystrophin c6 bi ngit quing béi su dot bién hay khong (tai liéu phi sang ché 1). Cu thé
hon, trong DMD, sy ¢6 mét cua dot bién dich chuyén khung doc axit amin khién cho
su biéu hién cua protein dystrophin chirc nang bi hiy bo, trong khi trong MBD, protein
dystrophin dong vai tro chirc ndng, mic du thiéu sét, dugc san xuét vi khung doc axit

amin 12 bao thu, trong khi mot phan cla cac exon bi x6a bo do sy dot bién.

Su bo qua exon duoc mong doi 1a dong vai tro lam phuong phéap diéu tri DMD.
Phuong phap nay lién quan dén su bién ddi viéc cat ndi dé khoi phuc khung doc axit
amin cia mARN dystrophin va gdy cam ung su biéu hién cua protein dystrophin c6
chirc nang dugc khoi phuc mot phan (tai lidu phi sang ché 2). Phan trinh tu axit amin,
1a dich dé bo qua exon, sé& bi mat. Vi 1y do ny, protein dystrophin duoc biéu hién bang
diéu tri ndy tro nén ngén hon so véi protein binh thuong nhung vi khung doc axit amin
dugc duy tri, chirc nang dé 6n dinh té bao co duoc giit lai mot phén. Két qua 1a, dugc
mong doi ring su bé qua cc exon s& din DMD dén cac hoi chimg tuong tu véi cac
hoi chimg ciia BMD, 1a nhe hon. Phuong phap bo qua cdc exon da trai qua cac thur
nghiém trén dong vat st dung chudt va cho va hién nay dang dugc danh gia trong cac

thir nghiém 14m sang ¢ bénh nhén la nguoi mac DMD.

Su bo qua exon c6 the dugc cam tng bang cach lién ket cac axit nucleic doi

nghia huéng dich 1a vi tri cat n6i dau 5' hodc 3" hodc ca hai vi tri, hoac vi tri cac exon
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bén trong. Exon s& chi dugc bao gbm trong mARN khi ca hai vi tri cit ndi cia n6 duge
nhan dién béi phirc spliceosome. Do vdy, s b qua exon ¢co thé duoc cam tng béng
cach hudng dich céc vi tri cit nbi v6i cac axit amin di nghia. Ngoai ra, su lién két ctia
protein SR véi ving trinh tu tang cuong cat ndi trong exon (Exonic Splicing Enhancer
- ESE) dugc xem la cin thiét cho exon dé dugc nhan dién boi co ché cét ndi. Do do, su

bo qua exon cO thé duogc giam di bang cach hudng dich ESE.

Vi su dot biét ctia gen dystrophin c6 thé thay d6i phu thudc vao bénh nhén méc
DMD, céc axit nucleic dbi nghia can duoc thiét ké dua trén vi tri hodc loai dot bién gen
twong tmg. Truge day, cdc axit nucleic d6i nghia gay ra su bo qua exon cho 79 exon
duogc tao ra boi Steve Wilton, et al., University of Western Australia (tai liéu phi sang
ché 3), va cac axit nucleic dbi nghia gy ra su trugt exon ddi véi 39 exon duge tao ra

b&i Annemieke Aartsma-Rus, et al., Netherlands (tai liéu phi sang ché 4).

Pa thiy rang c6 khoang 13% trong s6 cac bénh nhin mic DMD c6 thé duoc
diéu tri bang cach bé qua exon 51 (sau ddy duoc dé cap 1a "exon 51"). Trong nhiing
nam gan day, nhiéu t6 chirc nghién ctru da bao cao vé cac th nghiém trong d6 exon 51
trong gen dystrophin dugc huéng dich dé bo qua exon (Patent Documents tir 1 dén 6;
céc tai lidu phi sang ché tir 5 dén 6). Tuy nhién, k§ thuat dé bo qua exon 51 véi hiéu

qua cao chua dugc xdy dung.

Tai lidu tinh trang k§ thuat da biét

Tai liéu sang ché:

Tai liéu sang ché 1: Cong bd don qudc t& WO 2004/048570
Tai liéu sang ché 2: Cong bd don quéc t& WO 2002/024906
Tai liéu sang ché 3: Cong b don québc t¢ WO 2010/048586
Tai liéu sang ché 4: Cong bd don quéc t¢ WO 2010/050801

Tai liéu sang ché 5: US 2010/0168212
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Tai liéu phi sang ché 1: Monaco A. P. et al., Genomics 1988; 2: p. 90-95

Tai li€u phi sang ché 2: Matsuo M., Brain Dev 1996; 18: p. 167-172

Tai li€u phi sang ché 3: Wilton S. D., e t al., Molecular Therapy 2007: 15: p. 1288-96
Tai liéu phi sang ché 4: Annemieke Aartsma-Rus et al., (2002) Neuromuscular
Disorders 12: S71-S77

Tai li€u phi sang ché 5: Aoki Y., et al., Molecular therapy 2010: 18: p.1995-2005

Tai li€u phi sang ché 6: Nakano S., et al., Pediatr Int. 2011: 53: 524-429

Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Trong céac truong hgp néu trén day, cac oligome dbi nghia gy ra su bo qua
exon 51 & gen dystrophin voi hiéu qué cao va cac dugc pham diéu tri chiing loan dudng
co chira oligome ctia n6 dang dugc mong doi.

Tir két qua ctia cac nghién ciru chi tiét va noi dung k¥ thuat cla céc tai liéu trén
day va cAu tric cla gen dystrophin, cac tac gia sing ché da thiy rang su bé qua exon
51 c6 thé duoc gy ra v6i hiu qua cao bang cach ding oligome d6i nghia co cac trinh
tu nucleotit dugc biéu dién boi SEQ ID NO:1 va 2. Dya trén phat hién nay, cac tac gia

sang ché di hoan thién sang ché.
D6 13, sang ché 1a nhu sau.
[1] Oligome d6i nghia duge chon tir nhém bao gom (a) dén (d) dudi day:
(a) oligome d6i nghia chira trinh ty nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2;

(b) oligome ddi nghia chira trinh tw nucleotit c6 su x6a, thay thé, cheén va/hoic thém
tr 1 dén 5 nucleotit trong trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hogc 2, va ¢6 hoat tinh

gdy ra su bo qua exon 51 trong gen dystrophin cua nguoi;

(¢) oligome dbi nghia c6 trinh tw nucleotit ¢6 it nhat 80% d dong nhat v6i trinh tu

nucleotit caa SEQ ID NO: 1 hodc 2 va c6 hoat tinh gdy ra su bo qua exon 51 trong gen
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dystrophin cua nguoi; va

(d) oligome dbi nghia lai dugc trong céc diéu kién nghiém ngit v4i oligonucleotit
chira trinh tu nucleotit bd sung v6i trinh tu nucleotit ciia SEQ ID NO: 1 hoac 2 va co
hoat tinh gay ra su bé qua exon 51 trong gen dystrophin ctia nguoi.

[2] Oligome déi nghia dugc chon tir nhém bao gdm (e) dén (h) dudi:

(e) oligome d6i nghia chira trinh tu nucleotit ciia SEQ ID NO: 1 hoac 2;

(f) oligome dbi nghia chira trinh tw nucleotit c6 su x6a, thay thé, cheén va/hoic thém
tr 1 dén 3 nucleotit trong trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2, va ¢6 hoat tinh
gdly ra sy bo qua exon 51 trong gen dystrophin cia nguoi;

(g) oligome d6i nghia chira trinh tu nucleotit co it nhAt 80% d6 ddng nhét véi trinh tw
nucleotit caa SEQ ID NO: 1 hodc 2 va c6 hoat tinh gay ra sw bé qua exon 51 trong gen
dystrophin cuia nguoi; va

(h) oligome d6i nghia lai dugc trong cac diéu kién nghiém ngat véi oligonucleotit
chura trinh tu nucleotit bd sung véi trinh ty nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2 va ¢6
hoat tinh gay ra su b qua exon 51 trong gen dystrophin ctia nguoi.

[3] Oligome ddi nghia dugc chon tir nhom bao gom (i) va (j) dudi day:

(i) oligome d6i nghia chira trinh tu nucleotit ciia SEQ ID NO: 1 hogc 2; va

(j) oligome déi nghia c6 trinh tu nucleotit c6 it nhat 90% do dong nhat v6i trinh tu
nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2 va c6 hoat tinh gay ra su bo qua exon 51 trong gen
dystrophin cia nguoi.

[4] Oligome d6i nghia theo mot trong sd cac muc tur [1] dén [3] trén day, 1a
oligonucleotit.

[5] Oligome d6i nghia theo muc [4] trén déy, trong do gbc duong va/hodc ving lién
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két v6i phosphat cua it nhat mot nucleotit tao thanh oligonucleotit duoc cai bién.

[6] Oligome d6i nghia theo muc [4] hodc [5] trén ddy, trong d6 gbc duong cua it nhét
mot nucleotit cau thanh oligonucleotit 1a dudng riboza trong d6 nhém 2'-OH dugc thay
bing nhom bat k¥ trong s6 cac nhém bao gom OR, R, R'OR, SH, SR, NHa, NHR, NRo,

Ns, CN, F, Cl, Br vaI (trong d6 R 12 alkyl hodc aryl va R' 1a alkylen).

[7] Oligome d6i nghia theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [4] dén [6] trén day, trong
d6 ving lién két véi phosphat ciia it nhat mot nucleotit cAu thanh oligonucleotit 1a nhom
bét ky trong sd cac nhém bao gdm lién két phosphorothioat, lién két phosphorodithioat,

lién két alkylphosphonat, lién két phosphoramidat va lién két boranophosphat.

[8] Oligome d6i nghia theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [3] trén day, la

oligome morpholino.

[9] Oligome d6i nghia theo muc [8] trén day, trong do gbc vong morpholin, ving lién
két voi phosphat, diu 3’ va/hodc dau 5°clia it nhat mdt morpholino cAu thanh oligome

morpholino dugc cai bién.

[10] Oligome d6i nghia theo muc [9] hodc [10] trén day, trong d6 vung lién két voi
phosphat cua it nhét mot morpholino c4u thanh oligome morpholino la bat ky vung lién
két duoc chon tir lién két phosphorodiamidat, lién két phosphorothioat, lién két
phosphorodithioat, li€n két alkylphosphonat, lién két phosphoramidat va lién két

boranophosphat.

[11] Oligome dbi nghia theo muc [10] trén ddy, 1a oligome phosphorodiamidat
morpholino.
[12] Oligome d6i nghia theo muc bét ky trong s6 cac muc tr [9] dén [11] trén day, trong

d6 du 5' 12 mot trong s6 céc cong thirc hoa hoc tir (1) dén (3) dudi day:
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0
N O<__NH,
) o,
N" CH, N ch,
0=p-N 0=P-NI/]
O CHy 0 ° OH

(1) (2) (3)

[13] Dugc phém dé diéu tri ching loan dudng co, chira oligome dbi nghia lam thanh
phan hoat tinh theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [12] trén day, hodc mudi
hodc hydrat dugc dung cia no.

[14] Dugc phém theo muc [13] trén day, chira chit mang duoc dung.

[15] Phuong phap diéu tri chimg loan dudng co, bao gdm buée cho bénh nhén mac
chung loan dudng co dung oligome dbi nghia theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1]
dén [12] trén day hoac duge pham theo muc [13] hogc [14] trén day.

[16] Phuong phap diéu tri theo muc [15] trén day, trong d6 bénh nhan mic ching loan
dudng co 1a bénh nhan c6 sy x6a cac nucleotit trong cac exon s6 29-50, 50, 45-50, 48-
50, 49-50, 52, 52-63, 13-50, 19-50, 43-50 hodc 47-50.

[17] Phuong phap diéu trj theo [15] hodc [16] trén ddy, trong d6 bénh nhén la ngudi.
[18] Str dung oligome d6i nghia theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [12] trén
day trong san xuét dugc pham dé diéu tri chig loan dudng co.

[19] Oligome dbi nghia theo muc bét ky trong sb6 cac muc tir [1] dén [12] trén day, dé
dung trong diéu tri ching loan dudng co.

[20] Oligome d6i nghia theo [19] trén déy, trong d6 bénh nhin méc chung loan dudng
co trong diéu tri ndy 1a bénh nhén c6 sy x6a cac nucleotit trong cac exon 29-50, 50, 45-

50, 48-50, 49-50, 52, 52-63, 13-50, 19-50, 43-50 hodc 47-50.
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[21] Oligome dbi nghia theo [19] hodc [20] trén déy, trong d6 bénh nhéan la nguoi.
Hiéu qua cua sang ché

Oligome dbi nghia theo sang ché c6 thé gay ra su bé qua exon 51 trong gen
dystrophin ctia ngudi véi hiéu qua cao. Twong tu, céc triéu chung cua chirng loan
dudng co Duchenne co thé duoc lam gidm mot cach c6 hiéu qua bing cach dung dugc

pham theo sang ché.
MBS ta vin tit hinh vé

Fig. 1 thé hién hiéu qua cta su bo qua exon 51 trong gen dystrophin ctia nguoi
¢ dong té bao té bao sarcoma co van (dong té bao RD).
Mo ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché dugc md ta chi tiét. Cac phuong an duge mo ta dudi day
nhim dé duoc thé hién bing cach vi du chi d& mo ta sang ché ma khong gidi han sang
ché & cac phwong an nay. Sang ché ¢6 thé duoc thuc hanh theo nhiéu cach khac nhau,
ma khong chéch khoéi ban chét cua sang ché.
1. Oligome ddi nghia

Sang ché d& xuit oligome déi nghia (sau day duge dé cap la “oligome doi nghia
theo sang ché”) gay ra su bd qua exon 51 trong gen dystrophin cua nguoi v6i hiéu qua
cao.
Exon 51 trong gen dystrophin ciia nguoi

Trong sang ché, thuét ngir “gen” nhim c6 nghia 1a gen thudc bo gen va cling
bao gdm cADN, tién mARN va mARN. Tét hon 14, gen 1a tién mARN, d6 la pre-

mARN.

Trong hé gen ngudi, gen dystrophin ctia ngudi nam ¢ locus Xp21.2. Gen
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dystrophin ctia ngudi c6 kich thudce 1a 2,2 tri¢u cdp nucleotit va l1a gen 16n nhét trong
sb cac gen ngudi da biét. Tuy nhién, cic ving ma héa cia gen dystrophin cia nguoi
chi 1a 14kb, phan b thanh 79 exon trong sudt gen dystrophin ciia nguoi (Roberts, RG,
et al., Genomics, 16: 536-538 (1993)). Pre-mARN, la doan phién mé cua gen
dystrophin ctia nguoi, trai qua viéc cét ndi dé tao thanh mARN cudi 1a 14 kb. Trinh tu
nucleotit cia gen dystrophin kiéu dai ctia nguoi l1a da duge biét dén (s tiép can ngan

hang gen 1a NM_004006).

Trinh tu nucleotit ciia exon 51 trong gen dystrophin kiéu dai cua ngudi duge
thé hién béi SEQ ID NO: 3.
Oligome d6i nghia

Oligome d6i nghia theo sang ché duge thiét ké dé gay ra su bdé qua exon 51
trong gen dystrophin cta ngudi, nho do cai bién protein dugc ma hoa bdi loai gen
dystrophin ctia DMD thanh loai protein dystrophin cia BMD. Do d6, exon 51 trong
gen dystrophin 1a dich ctia sy bé qua exon boi oligome d6i nghia bao gbm ca dang dai
va dang dot bién.

Oligome d6i nghia theo séng ché cu thé 1a oligome ddi nghia dugc chon tir

nhom bao gdm (a) dén (d) duéi day.
(a) oligome dbi nghia chira trinh ty nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hoac 2;

(b) oligome ddi nghia chira trinh tu nucleotit c6 su x6a, thay thé, chén va/hodc thém tir
1 dén 5 nucleotit trong trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2, va ¢6 hoat tinh gay
ra su b qua exon 51 trong gen dystrophin ctia nguoi;

(¢) oligome déi nghia c6 trinh tw nucleotit c6 it nhat 80% do dong nhét véi trinh tu
nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hoac 2 va c6 hoat tinh dé gay ra su bd qua exon 51 trong

gen dystrophin cia nguoi; va

-10-
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(d) oligome d6i nghia lai dugc trong céac diéu kién nghiém ngdt v6i oligonucleotit chira
trinh tu nucleotit bd sung véi trinh ty nucleotit cua SEQ ID NO: 1 hodc 2 va ¢co6 hoat

tinh dé gay ra su bo qua exon 51 trong gen dystrophin ctia nguoi.

Céc oligome déi nghia tir (b) dén (d) 1a cac thé dot bién ciia oligome dbi nghia
cla (a) cu thé va dugc dinh hudng dé tuong tng v6i cac dot bién ctia gen dystrophin

cta bénh nhén, vi du dang da hinh.

Theo phuong an khac, oligome d6i nghia theo séng ché cu thé 1a oligome dbi

nghia dugc chon tir nhém bao gbm (k) dén (n) duéi day.

(k) Oligome d6i nghia chira trinh tu nucleotit duoc thé hién boi bt kyy mot trong s6 cac

SEQ ID NO: 6 dén 33;

(1) Oligome d6i nghia chira trinh ty nucleotit ¢6 sw x6a, thay thé, chén va/hodc thém tix
1 dén 5 cac nucleotit trong trinh ty nucleotit duoc thé hién bai mot trong s6 cac SEQ
ID NOS: 6 dén 33, va c6 hoat tinh dé giy ra su bd qua exon 51 trong gen dystrophin
clia nguoi;

(m) Oligome di nghia c6 trinh tu nucleotit c6 it nhit 80% do ddng nhét véi trinh tw
nucleotit ctia bat ky mot trong s6 cac SEQ ID NOS: 6 dén 33 va c6 hoat tinh dé gay ra

su bo qua exon 51 trong gen dystrophin ciia nguoi; va

(n) Oligome ddi nghia lai duoc trong céc diéu kién nghiém ngat véi oligonucleotit chira
trinh tu nucleotit bd sung véi trinh tu nucleotit dugc thé hién boi bét ky mot trong sb
cac SEQ ID NOS: 6 dén 33 va c6 hoat tinh dé gy ra suw bé qua exon 51 trong gen

dystrophin cia nguoi.

Céc oligome déi nghia tir (1) dén () 12 céc thé dot bién cta oligome ddi nghia
cta (k) cu thé va dugce dinh hudng dé tuong tmg véi cac dot bién cta gen dystrophin

cta bénh nhén, vi du dang da hinh.

-11-
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Tuong tu, oligome dbi nghia theo sang ché 12 oligome dbi nghia dugc chon tir

nhém bao gdm (o) dén (r) duéi day.

(o) Oligome d6i nghia chira trinh ty nucleotit dugc thé hién bdi mot trong sé cac SEQ

ID NO: 6 dén 33;

(p) Oligome d6i nghia chira trinh tu nucleotit c6 su x6a, thay thé, chén va/hodc thém
tr 1 dén 3 céc nucleotit trong trinh ty nucleotit dugc thé hién bdi mot trong s6 cac SEQ
ID NO: 6 dén 33, va c6 hoat tinh dé gay ra su bé qua exon 51 trong gen dystrophin cta
nguoi;
(q) Oligome déi nghia c6 trinh tu nucleotit ¢6 it nhat 80% do dong nhat v6i trinh tu
nucleotit ciia bit ky mot trong s cac SEQ ID NOS: 6 dén 33 va c6 hoat tinh dé gdy ra
su bo qua exon 51 trong gen dystrophin cuia nguoi; va
(r) Oligome d6i nghia ma lai trong cac diéu kién nghiém ngit v6i oligonucleotit chira
trinh tu nucleotit bd sung véi trinh trr nucleotit dugc thé hién boi bét ky mot trong sb
cac SEQ ID NOS: 6 dén 33 va c6 hoat tinh dé gay ra su bo qua exon 51 trong gen
dystrophin cua nguoi.

Ngoai ra, oligome d6i nghia theo sdng ché 12 oligome d6i nghia dugc chon tir
nhom bao gdm (i) va (j) duéi day:
(i) Oligome ddi nghia chira trinh ty nucleotit cta bét ky mot trong sd cac SEQ ID NOS:
6 dén 33; hogc
(j) Oligome dbi nghia chita trinh tu nucleotit c6 it nhit 90% d¢ dong nhét voi trinh ty
nucleotit cia bat ky mot trong s6 cac SEQ ID NOS: 6 dén 33 va c6 hoat tinh dé gay ra

su bo qua exon 51 trong gen dystrophin ctia ngudi.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuét ngit "oligome dbi nghia ma lai

duoc trong cac diéu kién nghiém ngat" dé cap den, vi dy, oligome doi nghia thu duoc
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bé"mg cach lai khuan lac, lai vét tan, lai Southern hodc k¥ thuét lai twong tu, st dung
lam doan do, toan bd hodc mot phﬁn oligonucleotit chira trinh ty nucleotit bd sung véi
trinh tu nucleotit cta, vi du, SEQ ID NO: 1. Phuong phép lai co thé dugc str dung bao
gdm cac phuong phap dugc md ta trong, vi dy, "Sambrook & Russell, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual Vol. 3, Cold Spring Harbor, Laboratory Press 2001,"
"Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons 1987-1997."

V.V..

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, thuat ngir “cac diéu kién nghiém ngat”
c6 thé 1a bt k¥ trong sé cac didu kién nghiém ngit thép, céc diéu kién nghiém ngat
vira phai hodc cac diéu kién nghiém ngit cao. Thuat ngit “diéu kién nghiém ngat thap”
13, vi du, 5x SSC, 5x dung dich ciia Denhardt, 0,5% SDS, 50% formamit & 32°C. Thuat
ngir “diéu kién nghiém ngat vira phai” 1a, vi du, 5x SSC, 5x dung dich ctia Denhardt,
0.5% SDS, 50% formamit at 42°C, hogc 5x SSC, 1% SDS, 50mM Tris-HCI (pH 7.5),
50% formamit at 42°C. Thuat ngir “diéu kién nghiém ngit cao” l1a, vi dy, (1) 5x SSC,
5x dung dich cta Denhardt, 0,5% SDS, 50% formamit & 50°C, (2) 0,2x SSC, 0,1%
SDS & 60°C, (3) 0,2x SSC, 0,1% SDS & 62°C, (4) 0,2x SSC, 0,1% SDS ¢ 65°C, hodc
(5) 0,1x SSC, 0,1% SDS & 65°C, nhung khong chi gi6i han & do6. Trong cac diéu kién
nay, oligome d6i nghia v&i do tuong dong cao hon dugc mong doi 1a thu duge mot
cach hiéu qua ¢ cac nhiét do cao hon, mac du nhiéu yéu t6 lién quan dén su nghiém
ngat dé lai bao gém nhiét do, doan do concentration, néng do doan do, do manh ion,
thoi gian, ndng do mudi va cac yéu t6 khac, va ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc ¢o thé lya chon mdt cach Xép X1 cac yéu td nay dé dat duoc su nghiém ngat tuong

tu.

Khi céc kit c¢6 ban trén thi truong duge st dung dé lai, vi du, an Alkphos Direct

Labelling va Detection System (GE Healthcare) co thé duogc sir dung. Trong trudng
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hop nay, theo phuong phap kém theo, sau khi nudi ciy doan do dugc danh diu qua
dém, mang duoc rira véi dém rira so bo chira 0,1% (khéi luong/thé tich) SDS & 55°C,
do do phat hién oligome d6i nghia dwgc lai. Theo cach khéc, khi doan do duge danh
d4u bang digoxigenin (DIG) sir dung thudc thir ¢6 ban trén thi truong (vi du, PCR
Labelling Mix (Roche Diagnostics), v.v.) trong san xuét doan do dua trén toan bd hoac
mot ph?m trinh tu bd sung v6i trinh tu nucleotit ciia SEQ ID NO: 3, vige lai c6 thé duoc

phat hién véi kit phat hién axit nucleic DIG (Roche Diagnostics).

Ngoai oligome dbi nghia durgc mo ta trén day, oligome d6i nghia khac c6 thé
dugc lai bao gém cac oligome dbi nghia c6 90% hodc cao hon, 91% hodc cao hon, 92%
hodc cao hon, 93% hodc cao hon, 94% hodc cao hon, 95% hodc cao hon, 96% hodc
cao hon, 97% hoidc cao hon, 98% hodc cao hon, 99% hodc cao hon, 99,1% hodc cao
hon, 99,2% hoic cao hon, 99,3% hodc cao hon, 99,4% hoac cao hon, 99,5% hoac cao
hon, 99,6% hodc cao hon, 99,7% hoidc cao hon, 99,8% hoéc cao hon, va 99,9% hoac
cao hon dd déng nhét véi trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2, nhu dugc tinh
toan boi phin mém tim kiém sy dong nhat nhu FASTA va BLAST st dung céc thong

sO mic dinh.

Do ddng nhét gitta cac trinh tu nucleotit ¢6 thé duoc xac dinh st dung FASTA
(Science 227 (4693): 1435-1441, (1985)) hodc thuat toan BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) by Karlin and Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 872264-
2268, 1990; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873, 1993). Céac chuong trinh tén 1a blastn,
blastx, tblastn va tblastx dua trén thuat toan BLAST da dugc phat trién (Altschul SF,
et al: J. Mol. Biol. 215: 403, 1990). Khi trinh tu nucleotit dugc doc trinh try st dung
blastn, cac thong s6 13, vi du, diém s6=100 va do dai chudi ki tu=12. Khi BLAST va
Gapped BLAST dugc st dung, cac thong s6 mac dinh trong mdi chuong trinh ¢6 thé

duoc st dung.
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Thuét ngit "gay ra su bé qua exon 51 trong gen dystrophin clia nguoi" nham
6 nghia rang bang cach lién két cua oligome dbi nghia theo sdng ché véi vi tri twong
{rmg v6i exon 51 ctia phién ma (v dy, pre-mARN) ctia gen dystrophin cia nguoi, vi du,
trinh tu nucleotit trong Gng véi dau 5' ctia exon 53 dugc cét ndi & trinh tu nucleotit
twong ng voi dau 3' ctia exon 50 & bénh nhan mac DMD c6é su x6a exon 52 khi doan
phién ma trai qua qud trinh cit nbi, do d6 dan dén sy tao thanh mARN trudng thanh

khong c6 sy dich chuyén khung codon.

O day, thuat ngit "lién két" duge mo ta trén ddy nhim c6 nghia rang khi oligome
d6i nghia theo sang ché duoc két hop v6i doan phién ma cta gen dystrophin cua nguoi,
ca hai duoc lai trong cac didu kién sinh ly dé tao thanh axit nucleic soi d6i. Thuat ngir
"trong céc didu kién sinh Iy" d& cap dén cac didu kién thiét 1ap dé bat chuéc moi trudong
in vivo vé khia canh do pH, thanh phin mubi va nhiét d. Céc diéu kién 1a, vi dy, 25
dén 40°C, t6t hon 1a 37°C, pH 5 dén 8, tét hon 1a pH 7,4 va 150 mM ndng d¢ mudi

natri clorua.

Viéc liéu su bo qua exon 51 trong gen dystrophin clia nguoi duge gdy ra hay
khong c6 thé duge x4c nhan bang cach dua oligome d6i nghia theo sang ché vao té bao
biéu hién dystrophin (vi du, cac té bao sarcoma co van cua ngudi), phong dai vung
xung quanh exon 51 cia mARN cua gen dystrophin cua nguoi tir ARN tong ctia té bao
biéu hién dystrophin bang PCR theo thoi gian thuc va thuc hién PCR 16ng hodc phan

tich trinh tw trén san pham duogc phong dai cua PCR.

Hiéu qua bo qua co thé duoc xac dinh nhu sau. mARN cho gen dystrophin cia
nguoi duge thu tir cac té bao thur nghiém; trong mARN, murc polynucleotit "A" cua soi
trong d6 exon 51 dugc bd qua va murc polynucleotit "B" cua s¢i trong do exon 51 khong
duoc bo qua dugc do. Str dung céc gid tri do "A" va "B", hiéu qua dugc tinh toan theo

phuong trinh sau:
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Hiéu qua bo qua (%) = A/(A+B) x 100

Tét hon 14, oligome ddi nghia theo sang ché gay ra su bo qua exon 51 véi higu
qua 1a 10% hodc cao hon, 20% hodc cao hon, 30% hoic cao hon, 40% hodc cao hon,
50% hodc cao hon, 60% hoic cao hon, 70% hodc cao hon, 80% hoac cao hon, va 90%

hodc cao hon.

P& tinh todn hiéu qua bo qua, cong bd don qubc t& W02012/029986 c6 thé

duogc tham khao.

Oligome dbi nghia theo sang ché bao gbm, vi du, oligonucleotit, oligome
morpholino hozc peptit axit nucleic (Peptide Nucleic Acid - PNA), ¢6 do dai latir 16
dén 35 nucleotit. Do dai tdt hon 1a tir 19 dén 32, tir 20 dén 31, 21 hodc 30 nucleotit va

céac oligome morpholino dugc wu tién.

Céc oligonucleotit dugc md ta trén day (sau day dugc dé cap 1a "oligonucleotit
theo sang ché") 1a oligome d6i nghia theo sang ché chira cac nucleotit 1am cac don vi
cidu tric. Céac nucleotit nay co thé 1a bit ky trong s6 cac ribonucleotit,

deoxyribonucleotit va cac nucleotit cai bién.

Nucleotit cai bién dé cap dén nucleotit c6 toan bo hodc mot phén cac bazo nito
dwoc cai bién, cac gbc dudong va/hodc cac ving lién két phosphat, tao thanh

ribonucleotit hodc deoxyribonucleotit.

Trong sang ché, bazo nito bao gém, vi du, adenin, guanin, hypoxanthin,
xytoxin, thymin, uraxil, va cic bazo cai bién cua nd. Vi vu vé cic bazo cai bién nay
bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, pseudouraxil, 3-metyluraxil, dihydrouraxil, 5-
alkylxytoxin (vi du, 5-metylxytoxin), 5-alkyluraxil (vi du, 5-etyluraxil), 5-halouraxil
(5-bromouraxil), 6-azapyrimidin, 6-alkylpyrimidin (6-metyluraxil), 2-thiouraxil, 4-

thiouraxil, 4-axetylcytosin, 5-(carboxyhydroxymetyl) uraxil, 5'-
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carboxymetylaminometyl-2-thiouraxil, 5-carboxymetylaminometyluraxil, 1-
metyladenin, 1-metylhypoxanthin, 2,2-dimetylguanin, 3-metylxytoxin, 2-metyladenin,
2-metylguanin, N6-metyladenin, 7-metylguanin, 5-metoxyaminometyl-2-thiouraxil, 5-
metylaminometyluraxil, 5-metylcarbonylmetyluraxil, 5-metyloxyuraxil, 5-metyl-2-
thiouraxil, 2-metylthio-N6-isopentenyladenin, axit uraxil-5-oxyaxetic, 2-thiocytosin,

purin, 2,6-diaminopurin, 2-aminopurin, isoguanin, indol, imidazol, xanthin, v.v..

Su cai bién goc duong c6 thé bao gom, vi duy, cdc cai bién ¢ vi tri 2° cia duong
riboza va cac cai bién & cac vi tri khac ctia duong. Su cai bién ¢ vi tri 2' cua riboza bao
gbm sy thay the nhom 2'-OH cua riboza v6i OR, R, R'OR, SH, SR, NH,, NHR, NR>,

N3, CN, F, Cl, Br hoic I, trong d6 R 12 alkyl hodc aryl vaR' la alkylen.

Su cai bién cac vi tri khac ctia dudng bao gom, vi du, su thay thé cia O ¢ Vi tri
4' cia riboza hodc deoxyriboza véi S, tao cau noi gitta vi tri 2' va 4' cta duong, vi du,
LNA (axit nucleic bi khoa) hodc ENA (céc axit nucleic dugc tao cau noi bang 2'-0,4'-

C-etylen), nhung khong chi gi6i han ¢ do.

Su cai bién ving lién két v6i phosphat bao gdm, vi du, cai bién bang cach lién
két phosphodieste vé6i lién két phosphorothioat, lién két phosphorodithioat, lién két
alkyl phosphonat, lién két phosphoroamidat hoac lién két boranophosphat (Enya et al:
Bioorganic & Medicinal Chemistry,2008, 18, 9154-9160 ) (ciing xem, vi dy, cac cong

bd don trong nuréc ctia Nhat Ban cia cac don PCT 6 2006/129594 va 2006/038608).

Trong sang ché nay, alkyl t6t hon 14 alkyl mach thang hodc mach nhanh c6 tir
1 dén 6 nguyén tir cacbon. Cac vi du cu thé bao gdbm metyl, etyl, n-propyl, isopropyl,
n-butyl, isobutyl, sec-butyl, ferz-butyl, n-pentyl, isopentyl, neopentyl, tert-pentyl, n-
hexyl va isohexyl. Alkyl c6 thé ty y duoc thé. Vi du vé céc phén tir thé nay 1a halogen,

alkoxy, xyano va nitro. Alkyl c6 thé duoc thé bang tir 1 dén 3 phan tir thé.
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Trong sang ché nay, xycloalkyl tot hon 13 xycloalkyl ¢6 5 dén 12 nguyén tir
cacbon. Céc vi du cu thé bao gdm xyclopentyl, xyclohexyl, xycloheptyl, xyclooctyl,

xyclodexyl va xyclododexyl.
Trong sang ché nay, halogen bao gbm flo, clo, brom va iot.

Alkoxy la alkoxy mach thing hozc mach nhanh c6 1 dén 6 nguyén tir cacbon
nhu metoxy, etoxy, n-propoxy, isopropoxy, n-butoxy, isobutoxy, sec-butoxy, tert-
butoxy, n-pentyloxy, isopentyloxy, n-hexyloxy, isohexyloxy, v.v.. Trong sd cac nhom

khéc, alkoxy c6 1 dén 3 nguyén tir cacbon la dugc wu tién.

Trong sang ché nay, aryl t6t hon 13 aryl ¢6 6 dén 10 nguyén t cacbon. Cac vi
du cu thé bao gdm phenyl, o-naphtnaphtyl va B-naphtnaphtyl. Trong s6 cac nhom khac,
uu tién 1a phenyl. Aryl ¢ thé tuy v dugc thé. Vi du vé cac phén tir thé nay 1a alkyl,
halogen, alkoxy, xyano va nitro. Aryl co thé duoc thé bing mot dén ba phéan tir thé nhu

vay.

Trong sang ché nay, alkylen t6t hon 1a alkylen mach thang hozc mach nhanh
¢6 1 dén 6 nguyén tir cacbon. Céac vi du cu thé bao gdm metylen, etylen, trimetylen,
tetrametylen, pentametylen, hexametylen, 2-(etyl) trimetylen va 1-(metyl)

tetrametylen.

Trong sang ché nay, axyl bao gbm alkanoyl hodc aroyl mach thing hozc mach
nhanh. Vi du vé cac alkanoyl bao gém formyl, axetyl, 2-metylaxetyl, 2,2-
dimetylaxetyl, propionyl, butyryl, isobutyryl, pentanoyl, 2,2-dimetylpropionyl,
hexanoyl, v.v.. Vi du vé aroyl bao gdm benzoyl, toluoyl va naphtoyl. Aroyl ¢6 thé tiry

¥ dugc thé & cac vi tri 6 thé thé va c6 thé dugce thé bang (cac) alkyl.

T6t hon 13, oligonucleotit theo sang ché 1a oligome d6i nghia theo sdng ché

chira don vi cAu truc duge thé hién bdi cong thie chung dudi day trong d6 nhom -OH
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& vi tri 2' cia riboza dugce thé bang metoxy va vung lién két v6i phosphat 12 lién két

phosphorothioat:
T
0”0
‘\Siz/ Bazo
O  OCH;

trong do bazo thé hién bazo nito.

Oligonucleotit theo sang ché c6 thé dé dang dugc tong hop str dung céc dung
cu téng hop tw dong (vi du, AKTA oligopilot cong 10/100 (GE Healthcare)). Theo cach
khac, su tbng hop cling c6 thé duogc giao cho td chire 12 bén thir ba (vi dy, Promega

Inc., Takara Co., hodc Japan Bio Service Co.), v.v..

Oligome morpholino theo sang ché 1a oligome dbi nghia theo sang ché chira

don vi cAu triic thé hién béi cong thirc chung dudi day:

trong d6 bazo c6 y nghia nhu dugc xac dinh trén day, va,

W 14 nhém duoc thé hién boi bat ky mot trong s6 cac cac nhom sau day:
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PP (VaVaVavy,
M Z=—P—X T Z—P—X
zZ=—P—X Y, Y L
VaVAVAV, AN NaVaUaVy "VLV‘

trong d6 X 1a -CH2R!, -O-CHaR!, -S-CH2R', -NR?R? hoac F ;

R'1a H hodc alkyl ;

R2 vi R3, ¢6 thé giéng nhau hodc khac nhau, mdi goc 1a H, alkyl, xycloalkyl
hoac aryl;

Y1120, S, CH, hodc NR';

Y> 13 O, S hoiac NR';

Z.1a O hodc S.

Tét hon 13, oligome morpholino 12 oligome chira don vi chu trtc thé hién boi

cong thire chung duéi day (phosphorodiamidat oligome morpholino (sau day duoc dé

cap la "PMO")).

A

e
RZ,.P<
N~ O

R3 K[O:I/ Bazo

N

trong d6 bazo, R? va R3 ¢6 y nghia nhu dugc xac dinh trén day.

Oligome morpholino theo sang ché bao gdbm oligome c6 toan bd hodc mot phan
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bazo nito dugc cai bién, cac goc vong morpholin, cac ving lién ket phosphat, déu 3

va/hodc dau 5° tao thanh oligome morpholino.

Su cai bién vung lién két voi phosphat bao gém, vi du, su cai bién béng cach
thay thé bang lién két phosphorodiamidat, lién két phosphorothioat, lién két
phosphorodithioat, lién két alkylphosphonat, lién két phosphoramidat va lién két
boranophosphat (Enya et al: Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2008, 18, 9154-9160)
(ciing xem, vi du, cdc cOng bd don trong nudc cia Nhit Ban ctia ciac don PCT sb

2006/129594 va 2006/038608).

Oligome morpholino c6 thé duoc san xuét theo, vi dy, WO 1991/009033 hoac
WO 2009/064471. Cu thé, PMO c6 thé dugc san xuat boi quy trinh duge md ta trong

WO 2009/064471 hodc dugc san xudt bsi quy trinh néu dudi day.
Phuong phép san xuit PMO

Phuong an cua PMO 1a, vi du, hop chét thé hién bai cong thirc chung (I) dudi

day (sau day goi 1a PMO (I)).

Bazo

Y [ "
Ao ™ gl

R n U Bazou

trong d6 bazo, R? va R3 ¢6 y nghia nhu duoc xéac dinh trén déy; va,

n 12 sé nguyén tir 1 dén 99, t6t hon 1a sd nguyén xac dinh tir 24 dén 34,27 dén

31 hodc 28 dén 30, t6t hon 14 29.
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PMO (I) ¢6 thé duge san xuét theo phuong phap da biét, vi du, c6 thé duoc san

xuét bang cach thuc hién cac quy trinh theo cic bude sau day.

Céc hop chét va cac chét phan tng dugc st dung trong cac budc dudi day
khong bi gidi han mot cach cu thé mién 1a chiing thuong dugc sir dung dé tao thanh

PMO.

Tuong tu, cac bude dudi diy co thé dugc thuc hién bang phwong phép pha
l6ng hodc phuong phap pha ran (st dung cac dung cu téng hop pha ran tu dong c6 ban
trén thi truomg hoac cac dung cu tbng hop diéu khién bang tay). Trong san xuat PMO
bang phwong phép pha ran, mong muén 13 sir dung cac dung cu tong hop tu dong cht

y khia canh céac quy trinh thuc hién don gian va su tbng hop chinh x4c.
(1) Bu6c A:

Hop chit thé hién bdi cong thirc chung (IT) dudi day (sau ddy dwoc dé cdp I
hop chit (II)) dugc cho phan mg véi axit dé tao thanh hop chat thé hién boi cong thirc

chung (IIT) dudi day (sau day dugc dé cap 1a hop chét (II1)):

i 7] r .
L——0 L—+—0
KED BP kroh EF
T i T
Rz M H o W
SN-p———0 > ~N-P—0
Rsf 1] L P Fs.p" 1 L .
L n-1 "\l/O TE} L o ne1 ..‘__[Oj/B
) )
H

(1 1) T (I11)
trong d6 n, R? va R3 ¢6 y nghia nhu duoc xac dinh trén day;
mdi BP doc 1ap 12 bazo nito c6 thé tiry y duge bao vé;

T 1a trityl, monometoxytrityl hodc dimetoxytrityl; va,
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L 1a hydrogen, axyl hodc nhom thé hién boi cong thirc chung (IV) dudi day (sau day

dugc dé cap 1a nhom (IV)).

Chét mang rén Chét tao lién két —

Iv)

"Bazo nito" ciia BY bao gdm "bazo nito" gidng trong bazo, véi dieu kién la
nhom amino hodc nhém hydroxy trong bazo nito dugc the hién boi BP ¢6 thé dugc bao

A

veé.

Nhom bao vé amino nhu vay khong bi gidi han mot cach cu thé mién 14 no6
duoc st dung 1am nhom bao vé cho céc axit nucleic. Cac vi du cu thé bao gdbm benzoyl,
4-metoxybenzoyl, axetyl, propionyl, butyryl, isobutyryl, phenylaxetyl, phenoxyaxetyl,
4-tert-butylphenoxyacetyl, 4-isopropylphenoxyaxetyl va (dimetylamino)metylen. Cac
vi du cu thé vé nhém bao vé cho nhom hydroxy bao gbm 2-xyanoetyl, 4-nitrophenetyl,
phenylsulfonyletyl, metylsulfonyletyl va trimetylsilyletyl, va phenyl, ¢6 thé duoc thé
bing 1 dén 5 nhém thu dién tir & cac vi tri thay thé tuy y, diphenylcarbamoyl,
dimetylcarbamoyl, dietylcarbamoyl, metylphenylcarbamoyl, 1-pyrolidinylcarbamoyl,
morpholinocarbamoyl, 4-(tert-butylcarboxy)benzyl, 4-
[(dimetylamino)carboxy]benzyl va 4-(phenylcarboxy)benzyl, (cling xem, vi du, WO
2009/064471).

"Chét mang rin" khong bi gi6i han mot cach cu thé mién la né 1a chat mang c6
thé sir dung cho phan ting pha rén clia cac axit nucleic. Mong muén d6i v6i chat mang
ran 13 c6 céac dic tinh sau day: Vi dy, (i) n6 hoa tan mot cach han ché trong cac chét
phan tmg ma co thé duoc st dung dé tong hop cac chét dan xuit morpholino axit

nucleic (vi du, diclometan, axetonitril, tetrazol, N-metylimidazol, pyridin, anhydrit
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axetic, lutidin, axit trifloaxetic); (i) n6 on dinh v& mat hoa hoc dbi véi cac chat phan
g c6 thé st dung dé tong hop cac chét dan xuét morpholino axit nucleic; (iii) né c6
thé bi bién dbi v& mat hoa hoc; (iv) n6 6 thé duge mang dién boi cac chat dan xudt
morpholino axit nucleic; (v) né c¢6 do manh du dé chiu duoc ap suét cao qua cac xu ly;
va (vi) c6 khoang dudng kinh hat va sy phan bd ddng nhat. Cu thé 1a, polystyren ¢6 thé
phong duoc (vi dy, nhya aminometyl polystyren 1% tao lién két chéo véi divinilbenzen
(200-400 1) (2,4-3,0 mmol/g) (san xuit bdi Tokyo Chemical Industry), nhua
polystyren dwgc aminometylat-HCI [divinylbenzen 1%, 100-200 18] (san xuét boi
Peptide Institute, Inc.)), polystyren khong phong duoc (vi du, Primer Support (san Xuét
béi GE Healthcare)), polystyren duoc gin PEG (vi du, nhua NH2-PEG (san xuét béoi
Watanabe Chemical Co.), nhua TentaGel), thuy tinh c6 16 duoc kiém soat (Controlled _
Pore Glass- CPG) (san xut boi, vi dy, CPG), oxalyl-CPG (ciling xem, vi du, Alul et al.,
Nucleic Acids Research, Vol. 19, 1527 (1991)), chét phu tro tao din xuit véi
aminopolyetylen glycol TentaGel (vi du, Wright et al., cf., Tetrahedron Letters, Vol. 34,

3373 (1993)), va copolyme ciia Poros-polystyren/divinylbenzen.

"Chit tao lién két" c6 thé dugc sir dung 1a chit tao lién két da biét, thuong dugc
sir dung dé ndi cac axit nucleic hodc cac dan xuit morpholino axit nucleic. Céc vi du
bao gdm 3-aminopropyl, succinyl, 2,2'-dietanolsulfonyl va alkyl amino mach dai (Long

Chain Alkyl Amino -LCAA).
Budc nay co thé duge thuc hién bang cach cho hop chét (IT) phan (g v6i axit.

"Axit" c¢6 thé duge st dung trong budc nay bao gém, vi du, axit trifloaxetic,
axit dicloaxetic va axit tricloaxetic. Axit dugc dung 1 thich hop trong khoang, vi du,
0,1 mol duong luong dén 1000 mol duong luong dua trén 1 mol cta hop chat (IT), t6t
hon 14 trong khoang tir 1 mol duong lugng dén 100 mol duwong lugng dua trén 1 mol

ctia hop chat (II).
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Amin hitu co ¢6 thé duoc sit dung phdi hop véi axit duge mo ta trén ddy. Amin
hitu co khong bi gigi han mot cach cu thé va bao gdm, vi du, trietylamin. lugng amin
hitu co dugc st dung thich hop 1 trong khoang tir, vi du, 0,01 mol duong luong dén
10 mol duong lwong, va tét hon 1a trong khoang tir 0,1 mol duong luong dén 2 mol

duong lugng, dua trén 1 mol axit.

Khi mudi hodc hdn hop axit va amin hitu co duge su dung trong budc nay,
mubi hodc hdn hop bao gdm, vi du, muodi hodc hdn hop cua axit trifloaxetic va
trietylamin, va cu thé hon, hdn hop cta 1 duong lugng cua trietylamin va 2 duong

lugng cua axit trifloaxetic.

Axit c6 thé dugc sit dung trong bude nay ciing co thé dugc sir dung & dang
chéit pha lodng v6i dung méi thich hop véi ndng dé 12 0,1% dén 30%. Dung moi khong
bi gidi han mot cach cu thé midn 1a né 1a tro dbi véi phan mg, va bao gém, vi du,
diclometan, axetonitril, ruou con (etanol, isopropanol, trifloetanol, v.v.), nudc, hodc

hon hop cua no.

Nhiét d6 phan (g trong phan tng duoc mo ta trén day tdt hon 1a trong khoang
tir, vi dy, 10°C dén 50°C, tét hon nita 13, trong khoang tir 20°C dén 40°C, va tdt nhat

13, trong khoang tir 25°C dén 35°C.

Thoi gian phan img c6 thé thay d6i phu thudc vao loai axit st dung va nhiét do
phan tmg, va thich hop 1a trong khoang tir 0,1 phut dén 24 gio n6i chung, va t6t hon 12
trong khoang tir 1 phut dén 5 gio.

Sau khi hoan thanh budc nay, bazo ¢ thé duoc thém vao, néu can, dé trung
hoa axit con lai trong hé théng. "Bazo" khong bi gidi han mot cach cu thé va bao gdm,
vi du, diisopropylamin. Bazo cling c6 thé duoc sir dung & dang chat pha lodng v6i dung

moi thich hop véi ndng do 1a 0,1% (thé tich/thé tich) dén 30% (thé tich/thé tich).
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Dung mdi duge ding trong bude nay khong bi gi6i han mot cach cu thé mién
la n6 tro v6i phan ung, va bao gbm diclometan, axetonitril, ruou con (etanol,
isopropanol, trifloetanol, v.v.), nuéc, va hdn hop cta néd. Nhiét d6 phan g t6t hon 12
trong khoang tir, vi dy, 10°C dén 50°C, tt hon nita 13, trong khoang tix 20°C dén 40°C,
va tbt nhat 13, trong khoang tir 25°C dén 35°C.

Thoi gian phan tng c6 thé thay ddi phu thudc vao loai bazo sir dung va nhiét
d6 phan tmg, va thich hop 1a trong khoang tir 0,1 phut dén 24 gio néi chung, va tt hon
la trong khoang tir 1 phut dén 5 gio.

Trong hop chat (II), hop chét c6 cong thirc chung (ITa) dudi day (sau day goi

1a hop chét (Ila)), trong d6 n 1a 1 va L 1a nhém (IV), ¢6 thé duoc san xuit theo quy

trinh sau day.
Chat mang Chit tao
S rin lien két O
Lo B

(Ila)

trong d6 B, T, chét tao lién két va chat mang ran c6 y nghia nhu dugc xac dinh trén
day.
Budce 1:

Hop chat thé hién béi cong thire chung (V) dudi ddy duge cho phan Gng voi
tac nhan axyl hoa dé tao thanh hop chét thé hién boi cong thic chung (VI) dudi day
(sau day dugc d& cap 1a hop chat (V).

—
 Chattao

Tllignket

OH =2
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trong d6 B?, T va chét tao lién két c6 ¥ nghia nhu dugc xac dinh trén day; va,
R* 14 hydroxy, halogen, nhém carboxyl hodc amino.

Budc nay co thé dugc thuc hién béng cac quy trinh da biét dé dua vao cac chit

tao lién két, st dung hop chét (V) lam vat liéu khéi dau.

Cu thé, hop chét thé hién boi cong thirc chung (VIa) dudi day c6 thé duge san
xuét bang cach thuc hién phuong phap da biét dé este hoa, st dung hop chét (V) va

anhydrit sucxinic.

0]

0
o) K[oj/BF’
N
L

(VI a)
trong d6 BY va T ¢6 y nghia nhu dugc xac dinh trén day.
Budc 2:

Hop chét (VI) duoc cho phéan ung voi chit mang rin bang tic nhan ngung tu

o
K[o j,ap
"
1

trong do6 BF, R4 T, chét tao lién két va chét mang rén c6 y nghia nhu dugc xac dinh trén

dé tao thanh hop chét (I1a).

—0
0. .BF
k[T—%
N
.i.

(V1) (112}

Chat mang - Chat tao
7] lién két

Chat tao lien
R4— Két

day.

Budc nay co thé duogc thuc hién str dung hop chét (VI) va chét mang ran theo
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quy trinh da biét 1am phan ng ngung tu.

Trong hop chét (II), hop chét thé hién bdi cong thirc chung (1la2) dudi day
trong dé n 12 tir 2 dén 99 (t5t hon 12 s6 nguyén da dwa ra 1a 25 dén 35, 28 dén 32, hodc
29 dén 31, t6t hon 13 30 ) va L 1a nhom thé hién boi cong thirc chung (IV) ¢6 thé dugc
san xuit bang st dung hop chét (Ila) lam vat liéu khai dau va lap lai budc A va bude

B ctia phwong phap sén xuit PMO duoc md ta trong ban moé ta vé so lan mong muon.

Chit mang| |Chét tao lién| [~ o .
ran két
Ty
M
RZ |
SN =P ———0
R0 R L\EOTBP
r‘ltl-"
{I11la2; T

trong d6 BF, R2, R3, T, chét tao lién két va cht mang ran c6 y nghia nhu dugc xac dinh
trén day; va,

n' bang tir 1 dén 98 (trong phuong én cu thé, n’1a 1 dén 34, 1 dén 33, 1 dén 32, 1 d&én
31,1 dén 30, 1 dén 29, 1 dén 28, 1 dén 27, 1 dén 26, 1 dén 25, 1 dén 24).

(2) Buée B

Hop chat (IIT) dugc cho phan tng véi hop chit monome morpholino v6i sy ¢6
mit cta bazo dé tao thanh hop chét thé hién boi cong thic chung (VII) dudi day (sau

day dugc d& cap 1a hop chat (VID)):
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L4—o0 i L+—o |

0 _FF , O__FF

j/ Hop chat monome morpholino T
M = = M
et — o
P P
i o | MKEOTB . R _OTB
N . N
(111 H “H-P-0
R4 '\Eo B°
(v 1Tl Nj/

trong d6 BF, L, n, R%, R® va T ¢6 y nghia nhu dugc xac dinh trén day.

Budc niy c6 thé duoc thuc hién bing cach cho hop chat (IIT) phan tng véi hop
chit monome morpholino véi sy c6 mit cla bazo.

Hop chit monome morpholino bao gbm, vi du, cac hop chét thé hién boi cong
thirc chung (VIII) duéi day:

Cl
RZ. 1
>N-P=0
3 |

R o
Ty
h
+
(VIII1)
trong d6 B?, R%, R3 va T ¢6 y nghia nhu dwgc xac dinh trén day.
"Bazo" ¢6 thé dugc sir dung trong budc nay bao gbm, vi dy, diisopropylamin,

trietylamin va N-etylmorpholin. Luong bazo dugc sir dung thich hop la trong khoang
tir 1 mol duong luong dén 1000 mol duwong luwong dya trén 1 mol cua hop chét (I1I), t6t

hon 13, 10 mol duong lwong dén 100 mol duong lwong dua trén 1 mol cua hop chét

(II0).

Hop chit monome morpholino va bazo c6 thé duoc st dung trong budc nay

ciing c6 thé dugc sir dyng 1am chét pha loang v6i dung mdi thich hop voi nbéng do 1a
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0,1% dén 30%. Dung mdi khong bi gidi han mot cach cu thé mién 1a n6 tro v6i phan
ung, va bao gdm, vi du, N,N-dimetylimidazolidon, N-metylpiperidon, DMEF,

diclometan, axetonitril, tetrahydrofuran, hoac hdn hop cua nos.

Nhiét d6 phan tmg t6t hon 1a trong khoang tir, vi dy, 0°C dén 100°C, va ot hon

nita 13, trong khoang tir 10°C dén 50°C.

Thoi gian phan Umg ¢6 thé thay d6i phu thudc vao loai bazo dugc st dung va
nhiét d6 phan tng, va thich hop la trong khoang tir 1 phut dén 48 gid néi chung, va t6t

hon la trong khoang tir 30 phut dén 24 gio.

Ngoai ra, sau khi hoan thanh budc nay, tac nhan axyl hoa co thé dugc thém
vao, néu can. "Tac nhan axyl hoa" bao gff)m, vi dy, anhydrit axetic, axetyl clorua va
phenoxyacetic anhydrit. Tac nhan axyl hoa cling co6 thé dugc sir dung lam chét pha
lodng v6i dung moi thich hop voi nong do 12 0,1% dén 30%. Dung moi khong bi gidi
han mot cach cu thé mién 13 no tro véi phan ung, va bao gf‘)m, vi du, cac ruou con
diclometan, axetonitril, tetrahydrofuran (etanol, isopropanol, trifluoroetanol, v.v.),

nudc, hodc hon hop cua no.

Néu can, bazo nhu pyridin, lutidin, collidin, trietylamin, diisopropyletylamin,
N-etylmorpholin, v.v. cling ¢ thé dugc sir dung phéi hop véi tac nhan axyl hoa. Luong
tac nhan axyl hoa thich hop 1a trong khoang tir 0,1 mol duong luong dén 10000 mol
duong luong, va tot hon 1a trong khoang tir 1 mol duong luong dén 1000 mol duong
luong. Lugng bazo thich hop la trong khoang tur, vi du, 0,1 mol duong lugng dén 100
mol duong luong, va tot hon 1a trong khoang tir 1 mol duong luong dén 10 mol duong

lwong, dua trén 1 mol tac nhan axyl hoa.

Nhiét do phan mg trong phan tng nay tdt hon 1a trong khoang tir 10°C dén

50°C, tot hon nita 13, trong khoang tir 10°C dén 50°C, tot hon nhiéu nita 13, trong
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khodng tir 20°C dén 40°C, va tét nhat 13, trong khoang tir 25°C dén 35°C. Thoi gian
phan mg c6 thé thay dbi phu thudc vao loai tdc nhan axyl hoéa duoc sit dung va nhiét
do6 phan tng, va thich hgp la trong khoang tir 0,1 phut dén 24 gid néi chung, va tét hon
1a trong khoang tir 1 phut dén 5 gio.
(3) Buoc C:
Trong hop chét (VII) dugc tao ra trong bude B, nhom bao vé duge loai bd su

dung tac nhan khtr bao vé d& tao thanh hop chét thé hién boi cong thirc chung (IX).
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Y

Y

(I X)

trong do bazo, BF, L, n, R%, R* va T ¢6 ¥ nghia nhu dugc xac dinh trén day.

Budc nay co thé duge thuc hién bang cach cho hop chit (VII) phan tng voi

tac nhan khr bao vé.

"T4c nhan khtr bao vé" bao gom, vi dy, nudc amoniac dam dic va metylamin.

"T4ac nhan khir bao vé" duge dung trong budc nay cling co thé duoc st dung lam chét

pha lodng v6i, vi du, nudc, metanol, etanol, isopropyl alcohol, axetonitril,

tetrahydrofuran, DMF, N,N-dimetylimidazolidon, N-metylpiperidon, hodc hén hop cia

céc dung moi nay. Trong sO cc chat nay, uu tién l1a etanol. Luong tac nhan khir bao vé

duoc st dung thich hop 1a trong khoang tir, 1 mol duong luong dén 100000 mol duong

luong, va t6t hon 1a trong khoang tir 10 mol dwong lugng dén 1000 mol duong lugng,

dua trén 1 mol cua hop chét (VII).
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Nhiét d6 phan tng thich hop 1a trong khoang tir 15°C dén 75°C, t6t hon 13,

trong khoang tir 40°C dén 70°C, va t6t hon nita 13, trong khoang tir 50°C dén 60°C.

Thoi gian phan ¢mg dé khir bao vé c6 thé thay doi phu thude vao loai hop chét (VII),

nhiét d phan tmg, v.v., va thich hop 1a trong khoang tir 10 phit dén 30 gio, tot hon 1a

30 phut dén 24 gid, va tot hon nira la trong khoang tir 5 gio dén 20 gio.

(4) Buge D:

PMO (I) duoc san xuét bang cach cho hop chéat (IX) duogc tao ra trong budc C

phan ung véi axit:

(1X)

trong d6 bazo, n, R?, R? va T ¢6 ¥ nghia nhu dugc x4c dinh trén day.

H.._

H——20
Roj Bazo
N
RZ
SN-P 0
R3 i
L 0 dn K[O:( Bazo

N
|

—0

n k[oj/ Bazo

\
H

Budc nay co thé dugc thuc hién bang cach thém axit vao hop chét (IX).

"Axit" c6 thé dugc st dung trong budc ndy bao gdm, vi duy, axit axit

tricloaxetic, axit dicloaxetic, axit axetic, axit phosphoric, axit clohydric, v.v.. Axit dugc

st dung dugc st dung mot cach thich hop dé cho phép dung dich c6 do pH trong

khoang tur 0,1 dén 4,0, va tot hon nira 13, trong khoang tir pH 1,0 dén 3,0. Dung moi

khong bi giéi han mot cach cu thé mién 1a n6 tro v6i phan tng, va bao gom, vi du,

axetonitril, nudc, hodc hon hgp cia cac dung moi cuia chung.
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Nhiét d6 phan tmg thich hop Ia trong khoang tir 10°C dén 50°C, t6t hon 13,
trong khoang tir 20°C dén 40°C, va t6t hon nita 13, trong khoang tir 25°C dén 35°C.
Thoi gian phan Gng dé khir bao vé c6 thé thay doi phu thude vao loai clia hop chét (IX),
nhiét do phan ang, v.v., va thich hop 1a trong khoang tir 0,1 phut dén 5 gid, t6t hon 1a
1 phit dén 1 gid;, va tét hon nita 1a trong khoang tir 1 phut dén 30 phut.

PMO (1) c6 thé thu dugc béng cach cho hdn hgp phan img thu dugc trong budce
nay vao cac phuong phép tach va tinh sach thong thuong nhu chiét, ¢d dic, trung hoa,
loc, tach bing ly tam, két tinh lai, sic ky cot pha dao Cs dén Cis, sic ky cot trao doi
jon, sic ky cot trao dbi anion, sdc ky cdt loc gel, sdc ky 16ng hiéu nang cao, tAm tach,
siéu loc, v.v., riéng r€ hodc ¢ dang phéi hop cia cac phuong phéap nay. Do do, PMO (1)

mong mudn c6 thé duge phén tach va tinh sach (cling xem, vi dy, WO 1991/09033).

Trong tinh sach PMO (I) sir dung sic ky pha dao, vi du, hon hop dung dich 20

mM trietylamin/dém axetat va axetonitril c6 thé dugc str dung 1am dung moi rira giai.

Trong tinh sach PMO (I) st dung sic ky trao ddi ion, vi duy, hdn hop dung dich
ctia dung dich mubi 1 M va dung dich nudce natri hydroxit 10 mM co thé duoc str dung
lam dung moi rira giai.

Peptit axit nucleic la oligome theo sang ché c6 nhom duge thé hién bang cong

thirc chung sau day la don vi chu tric:

trong d6 bazo c6 y nghia nhu duoc xac dinh trén day.
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Cac peptit axit nucleic ¢ thé duge san xuit bang cach tham khao dén, vi du,
cac tai liéu sau day.
1) P. E. Nielsen, M. Egholm, R. H. Berg, O. Buchardt, Science, 254, 1497 (1991)

2) M. Egholm, O. Buchardt, P. E. Nielsen, R. H. Berg, Jacs., 114, 1895 (1992)

3) K. L. Dueholm, M. Egholm, C. Behrens, L. Christensen, H. F. Hansen, T. Vulpius,

K. H. Petersen, R. H. Berg, P. E. Nielsen, O. Buchardt, J. Org. Chem., 59, 5767 (1994)

4) L. Christensen, R. Fitzpatrick, B. Gildea, K. H. Petersen, H. F. Hansen, T. Koch, M.

Egholm, O. Buchardt, P. E. Nielsen, J. Coull, R. H. Berg, J. Pept. Sci., 1, 175 (1995)

5) T. Koch, H. F. Hansen, P. Andersen, T. Larsen, H. G. Batz, K. Otteson, H. Orum, J.
Pept. Res., 49, 80 (1997)

Trong oligome theo sang ché, dau 5' ¢6 thé 1a cu triic héa hoc bat ky tir (1) dén

(3) dudi déy, va tét hon 1a (3)-OH.

0 o)
N Ox~__NH,
[ j _CHs
N" CHs N cH,
O=P-N O=P~N.
| \
O CHs 3 OH

(1) (2) (3)

Sau day, cac nhom dugc thé hién béi (1), (2) va (3) trén déy duoc dé cap dén

twong tng 1a "nhém (1)", "nhom (2)" va "nhém (3)".
2. Dugc pham

Oligome theo sang ché gay ra su bo qua exon 51 véi hi¢u qua cao nhu duogc so
sanh véi cac oligome dbi nghia theo cac giai phap thudc tinh trang k§ thuat cua séng

ché. Do do, mong doi ring cac diéu kién ctia chiing loan dudng co ¢0 thé dugc giam
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nhe véi hiéu qua cao bang cach dung dugc pham chira oligome theo séng ché cho cac
bénh nhan DMD, ma c¢6 dot bién bién doi thanh trong khung boi sy b qua exon 51, vi
du, cac bénh nhan c6 sy x0a cac exon 29-50, cac bénh nhan c6 sy x6a exon 50, cac
bénh nhan c6 su x6a cac exon 45-50, cac bénh nhan c6 su x0a cac exon 48-50, cac
bénh nhan c6 su x6a cac exon 49-50, cac bénh nhén ¢o6 su x6a cac exon 52, cac bénh
nhin c6 su x6a cac exon 52-63, cac bénh nhéan co sy x0a cac exon 13-50, cac bénh
nhén c6 su x6a cac exon 19-50, cic bénh nhan c6 su x6a cac exon 43-50, hoac cac bénh
nhan c6 su x6a cac exon 47-50. Vi du, khi dugc phém chira oligome theo sang ché
dwoc sit dung, cac hidu quéa didu tri gidng nhu vy c6 thé dat dugc tham chi ¢ liéu nho
hon liéu cua céac oligome theo giai phap da biét trong linh vuc. Do d6, cac tac dung phu

¢6 thé duoc giam nhe va diéu nay 1a c6 hiéu qua kinh te.

Theo phuong an khac, sang ché dé xuit dugc pham dé diéu tri chimg loan
dudng co, chira oligome theo sang ché 1am thanh phan hoat tinh, mudi hodc hydrat
duoc dung ctia n6 (sau day dugc dé cap 1a "dugc pham theo séng ché").

Ngoai ra, sang ché @ xuit phuong phap diéu tri chimg loan dudng co, bao
gbm viéc dung cho bénh nhén méc DMD oligome theo sang ché.

Trong phuong phap diéu tri ndy, oligome theo sang ché c6 thé duge dung lam
duge phadm dé diéu tri ching loan dudng co.

Ngoai ra, sang ché dé xuét viéc str dung oligome theo sang ché trong san xudt
dugc phdm dé diéu tri ching loan dudng co va oligome theo sang ché duogc ap dung dé
diéu tri chimg loan dudng co.

Vi du vé mubi dugc dung cta oligome theo sang ché chua trong dugc pham
theo sang ché 1a cdc mubi kim loai kiém nhu cdc mubi cua natri, kali va lithi; mudi kim

loai kiém tho nhu cac mudi cuia canxi va magie; muoi kim loai nhu cac muoi ciia nhom,
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sét, kém, dé)ng, niken, coban, v.v.; mudi amoni; mubdi amin hitu co nhu cac mudi cia t-
octylamin, dibenzylamin, morpholin, glucosamin, phenylglyxin alkyl este,
etylendiamin, N-metylglucamin, guanidin, dietylamin, trietylamin, dixyclohexylamin,
N,N' -dibenzyletylendiamin, cloprocain, procain, dietanolamin, N-
benzylphenetylamin, piperazin, tetrametylamoni, tris(hydroxymetyl)aminometan; cac
mudi hydrohalogenua nhu cac mudi cua hydroflorua, hydroclorua, hydrobromua va
hydroiodua; mubi ctia cac axit vo co nhu nitrat, perclorat, sulfat, phosphat, v.v.; cac
sulfonat alkan thép nhu metansulfonat, triflometansulfonat va etansulfonat; cac
arylsulfonat nhu benzensulfonat va p-toluensulfonat; cac mudi cia axit hiru co nhu
axetat, malat, fumarat, sucxinat, xitrat, tartarat, oxalat, maleat, v.v.; va, cac mudi cua
axit amin nhu cdc mudi cta glyxin, lysin, arginin, ornithin, axit glutamic va axit
aspartic. Cac mubi nay c6 thé duge didu ché bang cac phuong phap da biét. Theo cach
khéc, oligome theo sang ché chira trong dugc phim theo séng c6 thé & dang hydrat cia
no.

Duong dung duoc pham theo séng ché khong bi giéi han mot cach cu thé mién
1a n6 1a duong dugce duogc dung, va co thé duoc chon phu thudc vao phuong phéap didu
tri. Xét dén viéc dé cép dén cac mo co, duge uu tién la dung trong tinh mach, dung
trong dong mach, dung trong co, ding dudi da, dung qua duong miéng, dung cho mo,
dung qua da, v.v. Ngoai ra, cac dang liu dung kha thi cho ché pham theo séng ché
khong bi gidi han mot cach cu thé, va bao gém, vi dy, c4c dang tiém khéac nhau, cac tac
nhan dung duong miéng, cac thudc nho, cac dang xong hit, cac thudc m&, cac thube

XUc, V..

Trong viéc dung oligome theo sang ché cho bénh nhan mic ching loan dudng
co, dugc pham theo sang ché c6 thé chira chit mang dé thuc day su cAp oligome dén

cac md co. Chat mang nay khong bi giéi han mot cach cu the mién 14 n6 1a duge dung,
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va cac vi du bao gom cic cht mang cation nhu cation liposome, cation polyme, v.v.,
hodc céc chét mang st dung vo virut. Céc cation liposome 13, vi du, céac liposome chira
2-0-(2-dietylaminoetyl)carabamoyl-1,3-O-dioleoylglycerol va cac phospholipit lam
cac hop phan chinh (sau day dugc dé cap 1a "liposome A"), Oligofectamine (nhéan hiéu
da dang ky) (san xuét boi Invitrogen Corp.), Lipofectin (nhdn hiéu da dang ky) (san
xuAt boi Invitrogen Corp.), Lipofectamine (nhan hi¢u da dang ky) (san xuét boi
Invitrogen Corp.), Lipofectamine 2000 (nhan hi¢u da dang ky) (san xuét boi Invitrogen
Corp.), DMRIE-C (nhdn hiéu di dang ky) (san xudt boi Invitrogen Corp.),
GeneSilencer (nhan hiéu di diang ky) (san xuit bdi Gene Therapy Systems),
TransMessenger (nhan hi¢u da dang ky) (san xuit béi QIAGEN, Inc.), TransIT TKO
(nhan hiéu da dang ky) (san xuét bdi Mirus) va Nucleofector IT (Lonza). Trong s6 cac
chét khac, liposome A 1a dugc vu tién. Vi du vé céc cation polyme 12 JetSI (nhdn hiéu
da diang ky) (sén xudt boi Qbiogene, Inc.) va Jet-PEI (nhdn hiéu da dang ky)
(polyetylenimine, san xuét béi Qbiogene, Inc.). Vi du v& céc chat mang st dung vo
virut 12 GenomeOne (nhén hiéu da dang ky) (HVJ-E liposome, san xuét boi Ishihara
Sangyo). Theo cach khac, cac dung cu y té dugc md ta trong patent Nhat Ban sb
2924179 va céc chit mang cation dugc md ta trong Cong bd lai don noi dia Nhat Ban

cta cdc don PCT s6 2006/129594 va 2008/096690 ciing c6 thé dugc sir dung.
P& ¢6 thong tin chi tiét hon, patent My s6 4,235,871, patent My s 4,737,323,

W096/14057, “New RRC, Liposomes: A practical approach, IRL Press, Oxford (1990)

pages 33-104”, v.v. ¢6 thé dugc tham khao.

Nong do6 cua oligome theo sang ché chira trong duoc pham theo sang ché co
thé thay dbi phu thudc vao loai chét mang, v.v., va thich hop 1a trong khoang tir 0,1 nM
dén 100 uM, 5t hon 1a trong khoang tir 100 nM dén 10 pM. Ty 1& khoi luong cua

oligome theo sang ché chta trong dugc pham theo séng ché va chéat mang (chat
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mang/oligome d6i nghia theo sang ché) c6 thé thay d6i phu thudc vao dic tinh cla
oligome, loai chét mang, v.v., va thich hop 1a trong khoang tur 0,1 dén 100, tot hon 1a

trong khoang tur 0,1 dén 10.

Ngoai oligome theo sang ché va chit mang dugc md ta trén déy, cac chit phu
gia dugc dung cling ¢ thé tiy y duoc dua vao dang bao ché ctia dugc pham theo séng
ché. Vi du vé cac phu gia nay 1a cac chét hd tro nhii héa (vi du, cac axit béo c6 6 dén
22 nguyén tir cacbon va cac mubi dugc dung clia chiing, albumin va dextran), cac chat
én dinh (v du, cholesterol va axit phosphatidic), cac chat lam dang truong (vi dy, natri
clorua, glucoza, maltoza, lactoza, sucroza, trehaloza), va cac chét kiém soat pH (vi du,
axit clohydric, axit sulfuric, axit phosphoric, axit axetic, natri hydroxit, kali hydroxit
va trietanolamin). Mgt hodc nhiéu cac chit phu gia nay ¢o thé dugc st dung. Ham
lugng cua chét phu gia trong dugc pham theo séng ché thich hop 1a 90 % khéi luong
hodc nho hon, tdt hon 12 70 % khéi lugng hodc nhé hon va t6t hon nita 13, 50 % khéi

lrong hodc nhé hon.

Dugc phim theo sang ché c6 thé duoc bao ché bang cach thém oligome theo
sang ché vao dich phan tan chit mang va khudy hdn hop thich hop. Cac chét phu gia
¢6 thé duoc thém vao & budc thich hgp trude hodc sau khi thém oligome theo sang ché.
Dung mdi dang nude co thé duoc st dung trong khi thém oligome theo sang ché khong
bi gidi han mdt cach cu thé mién 1a n6 1a dugc dung, va cac vi du la nude tiém duge
hoac nudc cAt tiém duoc, chét long dién ly nhu mubi sinh 1y, v.v., va dich dudng nhu
dich duong glucoza, dich duong mantoza, v.v. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc co thé chon lua mot cach thich hop cac diéu kién vé pH va nhiét do cho muc dich
nay.

Duoc pham theo séng ché c6 thé duoc bao ché thanh, vi du, dang 16ng va dang

bao ché dong khd ctia n6. Dang bao ché dong kho c6 thé duoc tao ra bang cach lam
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dong kho duoc phim theo sang ché & dang 16ng theo cach thong thuong. Viéc dong
kho ¢6 thé duoc thue hién, vi du, bing céch tiét tring mot céch thich hop dwgc phim
theo sang ché & dang 16ng, phan tan cac phan vao thiét bi chira dang lo, tién hanh lam
dong so b trong 2 gidy & céc didu kién khoang -40 dén -20°C, tién hanh lam kho so bd
& khoang 0 dén 10°C trong diu kién 4p suét giam, va sau d6 tién hanh 1am kho tha cap
& khoang 15 dén 25°C trong ap suit giam. Nhin chung, dang bao ché dong kho cia
dugc pham theo séng ché c6 thé thu duge bang cach thay thé ham luong trong lo bang

khi nito va déng nip lo.

Dang bao ché déng kho cua duoc pham theo sang ché no6i chung c6 thé duge
st dung trén co s¢ hoan nguyén bang cach thém dung dich thich hop tiy y (chit 16ng
hoan nguyén) va hoa tan lai dang bao ché. Chét 16ng hoan nguyén nhu vy bao gbm
nuée tiém duge, mudi sinh 1y va cac chit léng dé truyén khéc. Thé tich chat 16ng hoan
nguyén co thé thay ddi phu thudc vao y dinh str dung, v.v., khong bi gi6i han mot cach
cu thé, va thich hop 12 16n hon tir 0,5 dén 2 1an so v6i thé tich trude khi dong kho hodc

khong 16n hon 500 mL.

Mong mubn 14 khéng ché lidu ding dugc pham theo sang ché, bang cach xem
xét cac yéu t6 sau: loai va dang liéu dung ctia oligome theo sang ché bao gdm; cac tinh
trang ctia bénh nhan bao g@)m tudi, thé trong, v.v.; dudng dung; va cac déc tinh va mirc
do6 cua bénh. Liéu ding hang ngay duoc tinh toan 1a lugng oligome d6i nghia theo sang
ché thuong trong khoang tir 0,1 mg dén 10 g/nguoi, va t6t hon 12 1 mg dén 1 g/nguoi.
Khoang tri s6 nay doi khi c6 thé thay di phu thudc vao loai bénh dich, duong dung va
phan tir dich. Do d6, liéu dung nho hon khoang nay ¢6 thé du trong mot s6 trudong hop
va nguoc lai, liéu dung cao hon khoang nay ddi khi c6 thé dugc yéu cau. Dugc pham
c6 thé duge dung tir mot dén vai 1an mot ngay hodc & cac khoang cach tir mot ngay dén

vai ngay.
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Theo phuong an khéc cua dugc pham theo sdng ché, @& xuét dugc pham chira
vector c6 kha nang biéu hién oligonucleotit theo sang ché va chit mang dugc md ta
trén ddy. Vector biéu hién nhw vay c6 thé 1 vector c6 kha nang biéu hién nhiéu
oligonucleotit theo sang ché. Dugc pham c6 thé duoc bao ché véi cic chét phu gia
duoc dung khi trong trudng hop duge pham theo séng ché chira oligome theo sang ché.
N(‘A)ng dd cua vector biéu hién chira trong dugc phém ¢ thé thay dbi phu thugc vao loai
chit mang, v.v., va thich hop 12 trong khoang tir 0,1 nM dén 100 pM, t6t hon 1a trong
khoang tir 100 nM dén 10 pM. Ty 1& khéi luong ctia vector biéu hién chira trong dugc
pham va chat mang (chit mang/vector bidu hién) c6 thé thay dbi phu thudc vao dic
tinh cua vector biéu hién, loai chét mang, v.v., va thich hop la trong khoang tir 0,1 dén
100, t6t hon 13 trong khoang tur 0,1 dén 10. Ham luong chat mang chira trong dugc
phém 13 nhu trong trudng hop duoc pham theo séng ché chira oligome theo séng ché,
va phuong phap dé san xuét 1a gidng nhu trong truong hop voi dugc pham theo sing

r
A

ché.

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon voi sy tham chiéu dén cac vi du
thuc hién va cac vi du thtr nghiém duéi ddy, nhung sang che khong bi giéi han & cac vi

du nay.
Vi du thuc hién sang ché
Vi du tham khéo 1

Axit 4-{[(2S.,6R)-6-(4-Benzamido-2-oxopyrimidin-1-yl)-4-tritylmorpholin-2-yl]

metoxy }-4-oxobutanoic dugc tai 1én nhua amino polystyren

Budc 1: San xuét axit 4-{[(2S,6R)-6-(4-benzamido-2-oxopyrimidin-1(2H)-yl)- 4-

tritylmorpholin-2-ylJmetoxy }-4-oxobutanoic

Trong mdi truong agon, 3,44 g N-{1-[(2R, 65)-6-(hydroxymetyl)- 4-
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tritylmorpholin-2-yl]-2-oxo-1,2-dihydropyrimidin-4-yl}benzamide ~ va 1,1 g 4-
dimetylaminopyridin (4-DMAP) dugc tao huyén phii trong 50 mL diclometan, va 0,90
g anhydrit sucxinic dugc thém vao huyén ph, sau dé khudy & nhiét 6 phong trong 3
gi. Thém vao hdn hgp phan Gng 10 mL metanol, va cd déc hdn hop trong ap suét
giam. Phan con lai dugc chiét str dung etyl axetat va dung dich nudc kali hydrophosphat
0,5 M. L6p hitu co thu duge duoc rira nbi tiép bang dung dich nudce kali hydrophosphat
0,5M, nudc va nude mudi theo thi tu d3 néu. Lép hitu co thu duge dugc lam kho qua

natri sulfat va dugc cd dic trong ap suét giam dé tao thanh 4,0 g san pham.

Budc 2; San xudt axit 4-{[(28S,6R)-6-(4-benzamido-2-oxopyrimidin-1-yl)-4-

tritylmorpholin-2-yl]metoxy } -4-oxobutanoic dugc tai 1én nhya amino polystyren

Sau khi 4,0 g axit 4-{[(2S,6R)-6-(4-benzamido-2-oxopyrimidin-1(2H)-yl)-4-
tritylmorpholin-2-yl]metoxy }-4-oxobutanoic dugc hoa tan trong 200 mL pyridin (da
dugc  tich nuéc), 0,73 g 4-DMAP va 115 g 1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua dugc thém vao dung dich. Sau do, 25,0
g chit hd trg Primer nhya amino polystyren 200 (san xuét béi GE Healthcare Japan
Co., Ltd., 17-5214-97) va 8,5 mL trietylamin dugc thém vao hdn hop, sau do lac &
nhiét d6 phong trong 4 ngay. Sau khi hoan thanh phén Gmg, nhya duoc 14y ra bang cach
loc. Nhya thu duge duoc rua ndi tiép bf?mg pyridin, metanol va diclometan theo thir tu
da néu, va duoc lam kho trong ap sut giam. Thém vao nhya thu dugc 200 mL
tetrahydrofuran (dang tach nudc), 15 mL anhydrit axetic va 15 mL 2,6-lutidine, va hon
hop duoc lac & nhiét do phong trong 2 git. Nhua dugce 14y ra bang cach loc, dugc rira
nbi tiép bang pyridin, metanol va diclometan theo thit ty da néu va duoc lam kho trong

ap suét giam 8 tao thanh 26,7 g san pham.

Luong tai cua san pham duge xac dinh tir lwgng mong cia trityl trén g nhua

bang cach do do hép thu UV & 409 nm st dung phuong phép da biét. Lugng tai cla
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nhyua 1a 192,2 umol/g.

Cac diéu kién do UV
Thiét bi: U-2910 (Hitachi, Ltd.)
Dung moi: axit metansulfonic
Budc song: 265 nm
€ gia tri: 45000

Theo mé ta trong cac vi du 1, 2 va vi du tham khaol dudi day, PMO thé hién
béi PMO sb 1-3 trong bang 1 duoc tong hop. PMO duge tong hop duoc hoa tan trong

nuéce dé tiém (san xuét bai Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.).

Bang 1
PMO s6. | Chay SEQ ID NO:
1 Pau 5°: nhém (3) 1
2 Pau 5’: nhém (3) 2
Trinh tu twong ung véi SEQ ID NO; 588 trong tai liéu
3 séng ché 3, 4
Péau 5°: nhom (3)
Vidul
PMO s6 1

0,2g axit 4-{[(2S,6R)-6-(4-benzamit-2-oxopyrimidin-1(2H)-yl)-4-
tritylmorpholin-2-yljmetoxy} 4-oxobutanoic dugc tai bang nhura aminopolystyren (vi
du tham khao 1) (26 umol) dugc nap vao cot bang dau loc. Sau dé, chu trinh tong hop

dugc thé hién dudi day duoc bat dau st dung may tong hop axit nucleic (AKTA
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Oligopilot 10 plus). Hop chit monome morpholino mong mudn duge thém vao trong

mdi chu trinh bét cap dé tao thanh trinh tw nucleotit ca hgp chit & d& muc (xem bang

2 duéi day).
Bang 2
Budc | Chét phan ting Thé tich (mL) | Thoi gian
(phut)
1 Dung dich khtr bao vé 18-32 1,8-3,2
2 Dung dich trung hoa va rua 30 1,5
3 Dung dich bt cap B 5 0,5
4 Dung dich bat cip A 1,3 0,25
5 Phén (mg bét cap bang cac chét phan 120-300
g dugc thém vao & bude 3 va 4
6 axetonitril 20 1,0
7 Dung dich khai mao 9 2,0
8 axetonitril 30 2,0

Dung dich khir bao vé 1a dung dich diclometan chira 3% (khoi lwong/thé tich)
axit trifloaxetic. Dung dich trung hoa va rira duoc st dung 1a dung dich thu dugc bang
cach hoa tan N,N-diisopropyletylamin thanh 10% (thé tich/thé tich) va tetrahydrofuran
thanh 5% (thé tich/thé tich) trong diclometan chira 35% (thé tich/thé tich) axetonitril.
Dung dich bét cip A dugc st dung la dung dich thu dugc bang cach hoa tan hop chét
monome morpholino trong tetrahydrofuran thanh 0,10 M. Dung dich bét cap B duoc
str dung 1a dung dich thu dugc bang cach hoa tan N,N- diisopropyletylamin thanh 20%
(thé tich/thé tich) va tetrahydrofuran thanh 10% (thé tich/thé tich) trong axetonitril.

Dung dich khai mao dugc st dung 1a dung dich thu duoc bang cach hoa tan 20% (thé
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tich/thé tich) anhydrit axetic va 30% (thé tich/thé tich) 2.6-lutidine trong axetonitril.

Nhura aminopolystyren dugc tai véi PMO dugc tong hop trén day dugc thu hoi
tir binh phan tng va dugc lam kho ¢ nhiét do phong trong it nhét 2 gid trong &p suét
giam. PMO dugc 1am kho duoc tai 1én nhya aminopolystyren resin dugc nap vao trong
binh phén tmg, va 5 mL nuéc amoniac 28% -etanol (1/4) dugc thém vao. Hon hop duoc
khudy & 55°C trong 15 gid. Nhya aminopolystyren duge tach bang cach loc va dugc
rira bang 1 mL nudc-etanol (1/4). Dich loc thu duge duge co dac trong ap suét giam.
Phén cin thu dugce duge hoa tan trong 10 mL hdn hop dung moi cla axit axetic 20 mM
— dém trietylamin (dém TEAA) va 10ml axetonitril (4/1) va duoc loc qua mang loc.
Dich loc thu duge duge tinh sach bang HPLC pha dao. Céc diéu kién sir dung 1a nhu

duge thé hién trong bang 3 dudi day.

Béang 3
Cot XBridge 5 uM C18 (Waters, 19x50 mm, 1 CV=14 mL)
Téc do dong 10 mL/phut
Nhiét do cot Nhiét d phong
Dung dich A bém TEAA 20mM
Dung dich B CH;CN
Gradient (B) dam dac 10—70% /15 CV

CV: thé tich cot

Mbi phan doan dugc phén tich, va san phém dich dugc thu hoi va duoc co dic
trong ap suit giam. Thém vao phan co dic con lai 0,5mL dung dich nude axit
phosphoric 2M, va hon hop dugc khudy trong 15 phut. Ngoai ra, 2 mL dung dich nuge
natri hydroxit 2 M duoc thém vao dé chuyén hon hop thanh moi truong kiém, tiép theo

14 loc qua mang loc (0,45 pum).
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Dung dich nudc thu dugc chira san phém dich dugc tinh sach béng cOt nhua

trao dbi anion. Cac didu kién dwoc st dung 13 nhu dugc thé hién trong bang 4 dudi day.

Bang 4

Cot Ngudn 15Q (GE Healthcare, ¢10x108 mm,
1 CV=8,5mlL)

Tbc d6 dong 8,5 mL/phut

Nhiét do cot Nhiét do phong

Dung dich A Dung dich nudc natri hydroxit 10 mM

Dung dich B Dung dich nuéc natri hydroxit 10 mM, dung dich nudce
natri clorua 1M

Gradient (B) dam dac 1—50% / 40CV

Mbi phan doan dugc phan tich (trén HPLC) va san pham dich thu dugc & dang
dung dich nuéc. Thém vao dung dich nuée thu dugc dém phosphat 0,1 M (pH 6,0) dé
trung hoa. Tiép theo, hon hop thu dugc duoc khir khodng bang HPLC pha dao trong

cac diéu kién duoc md ta trong bang 5 dudi day.

Béang 5
Cot XBridge 5 pM C8 (Waters, ¢10x50 mm, 1 CV=4 mlL)
Tbc do dong 4 mL/phut
Nhiét do cot 60°C
Dung dich A nudc
Dung dich B CH3;CN
Gradient (B) ddm dac 0—50% / 20CV
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San phim dich dugc thu hdi va hdn hop duge cd dac trong ap sut giam. Phan
con lai thu duge duge hoa tan trong nuéc. Dung dich nude thu dugc duge dong khong

dé tao thanh hop chit dich 1a chét ran nhu bong mau tréng.
ESI-TOF-MS Clcd.: 10021.46
Phat hién: 10021.91
Vidu2
PMO s6 2
Hop chit & d& muc dugc tao ra theo quy trinh cta vidu 1.
ESI-TOF-MS Clcd.: 9916.71
Tim thay: 9916.43
Vi du so sanh 1
PMO s6 3
Hop chit & dé muc duoc tao ra theo quy trinh cta vi du 1.
ESI-TOF-MS Clcd.: 9949.46
Tim thay: 9949.41
Vi du thr nghiém 1
Thtr nghiém In vitro

Cac thir nghiém dugc thuc hién str dung cac oligome dbi nghia PMO sb1vaz2
theo sang ché va oligome d6i nghia PMO sb 3. Cac trinh tu cua cac oligome dbi nghia

khéac nhau dugce néu trong bang 6 dudi day.
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Bang 6

Trinh tu nucleotit PMO sb

CGGTAAGTTCTGTCCTCAAGGAAGATGGCA 1

CTCATACCTTCTGCTTCAAGGAAGATGGCA 2

CTCCAACATCAAGGAAGATGGCATTTCTAG 3

Str dung kit Amaxa Cell Line Nucleofector L trén Nucleofector II (Lonza), 0,3,
1, 3, 10 uM cac oligome PMO sé 1 va 2 theo sang ché va oligome d6i nghia PMO s6
3 duoc chuyén nhiém bang 3,5x 10° té bao RD (dong té bao sarcoma co van ngudi).

Chuong trinh T-030 dugc sir dung.

Sau khi chuyén nhiém, céc t& bao duoc nudi cdy trong ba ngay trong 2 mL moi
truong thiét yéu toi thiéu ctia Eagle (Eagle's Minimal Essential Medium - EMEM) (san
xuéit boi Sigma, sau ddy goi 1a nhu viy) chita 10% huyét thanh bao thai bo (fetal calf
serum -FCS) (sén xuit bai Invitrogen) trong diéu kién 37°C va CO; 5%. Cac té€ bao
duoc rira bing PBS (san xuét boi Nissui, sau day goi 1a nhu vay) va 500 pl cia ISOGEN
I1 (san xuét béi Nippon Gene) dugc thém vao cac té bao. Sau khi cac té bao dugc dé &
nhiét do phong trong vai phut dé dung giai cac té bao, san pham dung giai dugc thu lai
vao trong dng Eppendorf. ARN tong dugc chiét theo phuong phép di kém ISOGEN.
Nong do ARN tbng duoc chiét duoc xac dinh st dung NanoDrop ND-1000 (san xudt
bdi LMS).

PCR theo thoi gian thuc mdt bude duge thue hién v6i 400 ng ARN téng da
chiét sir dung kit PCT thoi gian thue mot bude Qiagen (san xuét boi Qiagen). Dung
dich phan tng dugc chuan bi theo phuong phap di kem véi kit. PTC-100 (san xuét béi
MIJ Research) duoc st dung 1am chu trinh nhiét. Chuong trinh PCR thoi gian thuc st

dung 1a nhu sau.
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50°C, 30 phut: phan ung phién ma ngugc
95°C, 15 phit: bién tinh nhiét
[94°C, 30 gidy; 60°C, 30 gidy; 72 °C, 60 gidy] x 35 chu trinh: Khuéch dai PCR
72°C, 10 phut: kéo dai 1an cubi
Ciéc trinh ty nucleotit cia mdi xudi va moi nguge st dung cho PCT thoi gian

thuc duoc dua ra dudi day.

Mbi xudi: 5°- CTGAGTGGAAGGCGGTAAAC-3>  (SEQ ID NO: 5)

Mbi nguoc: 5°- GAAGTTTCAGGGCCAAGTCA-3"  (SEQID NO: 6)

San pham phan tmg, 1 puL cia PCR thoi gian thyc trén day dugc phan tich su
dung thiét bi Bioanalyzer (san xuét boi Agilent Technologies, Inc.). Polynucleotit murc
“A” clia soi ¢6 sy bo qua exon 51 va polynucleotit mirc “B” cua sgi khong c6 su bo
qua exon 51 dugc do. Dya trén cac gia tri do “A” va “B” nay, hiéu qua bo qua dugc
xé4c dinh bang phuong trinh dudi day:

Hiéu qua b6 qua (%)=A/(A+B) x 100
Céc két qua thir nghiém

Cac két qua dugc thé hién trén FIG. 1. Thit nghiém nay cho thay rang, cac
oligome ddi nghia theo sang ché c6 thé gay qua su bo qua exon 51 vé6i hi€u qua cao
hon dang ké so véi oligome dbi nghia PMO s6 3.

Vidu3
PMO s6 4-6
Hop chit & d& muc dugc tao ra theo quy trinh cta vi du 1. Trinh tu cda cac

oligome ddi nghia khéc nhau duoc néu dudi day.
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Bang 7
ESI-TOF-MS SEQ
PMO
) Trinh tu MW Phat Chuy ID
SO' hién NO
4 AACATCAAGGAAGATGGCATT | 7007.96 | 7007.97 bau 5:|7
nhém (3)
5 TCCAACATCAAGGAAGATGGC | 6968.97 | 6968.42 Pau 5|8
nhém (3)
6 ACCTCCAACATCAAGGAAGAT | 6912.91 | 6912.85 Pau 5|9
nhom (3)
Vidu4

2'-O-metoxy-phosphorothioat dugc thé hién béi SEQ ID NO: 9 dén 33

Céc oligome d6i nghia khic nhau cua dé muc dugc san xuat bdi ngudn bén

ngoai tir Japan Bio Service Co. Trinh tu cta céc oligome doi nghia khéac nhau dugc néu

trong bang 8.
Bang 8
) ESI-TOF-MS
Trinh tw s60 | Trinh tu
MW Phat hién

10 GAGUAACAGUCUGAGUAGGAG | 7453 7452.876
11 UGUGUCACCAGAGUAACAGUC | 7310 7313.793
12 AACCACAGGUUGUGUCACCAG | 7309 7311.199
13 UUUCCUUAGUAACCACAGGUU | 7209 7211.436
14 GAGAUGGCAGUUUCCUUAGUA | 7328 7331.388
15 UUCUAGUUUGGAGAUGGCAGU | 7345 7347.440
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16 AAGAUGGCAUUUCUAGUUUGG | 7329 7329.982
17 AACAUCAAGGAAGAUGGCAUU | 7381 7381.059
18 AGGUACCUCCAACAUCAAGGA | 7316 7318.395
19 CUGCCAGAGCAGGUACCUCCA | 7284 7286.932
20 CGGUUGAAAUCUGCCAGAGCA | 7349 7351.895
21 UGUCCAAGCCCGGUUGAAAUC | 7286 7286.00

22 CGGUAAGUUCUGUCCAAGCCC | 7262 7262.929
23 GAAAGCCAGUCGGUAAGUUCU | 7350 7351.869
24 AUCAAGCAGAGAAAGCCAGUC | 7379 7378.383
25 UUAUAACUUGAUCAAGCAGAG | 7319 7320.149
26 CUCUGUGAUUUUAUAACUUGA | 7211 7212.295
27 CACCAUCACCCUCUGUGAUUU | 7144 7145.555
28 CAAGGUCACCCACCAUCACCC | 7187 7187.709
29 UUGAUAUCCUCAAGGUCACCC | 7207 7210.071
30 GAUCAUCUCGUUGAUAUCCUC | 7185 71882.39
31 UCUGCUUGAUGAUCAUCUCGU | 7202 7203.926
32 GGCAUUUCUAGUUUGGAGAUG | 7346 7346.562
33 CAAGGAAGAUGGCAUUUCUAG | 7375 7375.678
34 CCUCCAACAUCAAGGAAGAUG | 7317 7318.343

Kha ning tmg dung trong cong nghiép

Céac két qua thir nghiém trong cac vi du thir nghi¢ém ching minh rang cac
oligome theo sang ché gy ra su bd qua exon 51 v6i hiéu qua cao mot cach rd rét trong

céc té bao RD. Do dé, cac oligome theo sdng ché 1a cuc ky hitu dung dé diéu tri DMD.
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YEU CAU BAO HO
1. Oligome d6i nghia dugc chon tir nhém bao gbm (a) dén (c) dudi day, hoac mudi
hoac hydrat dugc dung cua no:

(a) oligome d6i nghia chua trinh tw nucleotit ctia SEQ ID NO: 1 hodc 2;

(b) oligome dbi nghia chira trinh tu nucleotit c6 su x6a, thay thé, chén va/hoic thém
tir 1 dén 5 nucleotit trong trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2, va ¢6 hoat tinh
gdy ra su bo qua exon 51 trong gen dystrophin cila nguoi; va

(c) oligome ddi nghia c6 trinh tur nucleotit c6 it nhit 80% do déng nhit véi trinh tu
nucleotit ciia SEQ ID NO: 1 hoac 2 va c6 hoat tinh gay ra su b6 qua exon 51 trong gen
dystrophin cia nguoi.

2. Oligome dbi nghia dugc chon tir nhém bao gdm (e) dén (g) dudi day, hodc mudi
hodc hydrat dugc dung cua no:

(e) oligome ddi nghia chira trinh tr nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2;

(f) oligome dbi nghia chira trinh tw nucleotit c¢6 sy x6a, thay thé, chén va/hodc thém
tir 1 dén 3 nucleotit trong trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2, va c6 hoat tinh
gay ra su bo qua exon 51 trong gen dystrophin ciia nguoi; va

(2) oligome dbi nghia chira trinh tu nucleotit c6 it nhat 80% d6 dong nhit véi trinh tur
nucleotit cia SEQ ID NO: 1 hodc 2 va c¢6 hoat tinh gy ra sy bd qua exon 51 trong gen
dystrophin cta nguoi;

3. Oligome d6i nghia dugc chon tir nhém bao gdm (j) dudi day, hodc mudi hodc hydrat
duoc dung cia no:

(j) oligome ddi nghia c6 trinh tw nucleotit ¢c6 it nhét 90% d6 dong nhét véi trinh tur

nucleotit cua SEQ ID NO: 1 hodc 2 va c¢6 hoat tinh gay ra su bé qua exon 51 trong gen
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dystrophin cua nguoi.

4. Oligome dbi nghia gdbm 20-31 bazo chira trinh tu bazo ma bd sung 100% véi exon
51 cuia pre-mARN dystrophin ctia nguoi, trong do trinh twr bazo nay chira 15 bazo cua
CGGTAAGTTCTGTCCTCAAGGAAGATGGCA (SEQ ID NO: 1), va trong do
oligome ddi nghia nay gay ra su bo qua exon 51, hogc mudi hodc hydrat dugc dung
cua no.

5. Oligome dbi nghia theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 oligome

d6i nghia nay 1a oligonucleotit, hodc mudi hoic hydrat duge dung ctia no.

6. Oligome ddi nghia theo diém 5, hoic mudi hodc hydrat duoc dung ctia no, trong do
gbc duong va/hodc vung lién két véi phosphat cta it nhit mét nucleotit ciu thanh

oligonucleotit dugc cai bién.

7. Oligome dbi nghia theo diém 5 hoic 6, hoac mubi hodc hydrat dugc dung cua no,
trong d6 gbc dudng cia it nhat mot nucleotit cAu thanh oligonucleotit 13 riboza trong
d6 nhom 2'-OH duoc thay bang nhém bt ky trong s6 cac nhém bao gdbm OR, R, R'OR,
SH, SR, NH, NHR, NR», N3, CN, F, CI, Br va I (trong d6 R 1a alkyl hodc aryl va R' la
alkylen).

8. Oligome dbi nghia theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 5 dén 7, hoic mudi hodc
hydrat dugc dung cia no, trong d6 vung lién két vei phosphat cua it nhat mot nucleotit
cdu thanh oligonucleotit 12 nhém bét ky trong s cac nhém bao gdm lién két
phosphorothioat, lién két phosphorodithioat, lién két alkylphosphonat, lién két
phosphoramidat va lién két boranophosphat.

9. Oligome ddi nghia theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong do6 oligome

d6i nghia nay 13 oligome morpholino, hozc mubi hodc hydrat duoc dung ctia né.

10. Oligome dbi nghia theo diém 9, trong d6 oligome d6i nghia nay la oligome
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phosphorodiamidat morpholino hodc mubi hoic hydrat dugc dung cta no.

11. Oligome dbi nghia theo diém 9 hoic 10, hodc mubi hodc hydrat dugc dung cua no,

trong d6 dau 5'1a bét ky mét trong sd cac cong thirc héa hoc tir (1) dén (3) dudi day:

OYO\/\O/\/O\/\OH
[N OTNHZ
] _CH
N CHs N EH
O=P—N, o=$—N:CH3
O CH l : OH

Arnnnnnnn R Aannnnnn

(1) (2) (3)

12. Dugc phdm chira oligome dbi nghia lam thanh phan hoat tinh, hodc mudi hodc

hydrat duoc dung ctia n6 theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11.

13. Dugc pham theo diém 12, trong d6 duoc phim nay chira chit mang duogc dung.
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Fig. 1

Hiéu qua bo qua (Exon 51)
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