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Linh vue k§ thuat dwoc dé cap
Sang ché d& cap dén oligome ddi nghia giy ra sy bé qua exon 50 trong gen

dystrophin ctia nguoi, va duoc pham chira oligome d6i nghia nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Chung loan dudng co Duchenne (Duchenne Muscular Dystrophy - DMD) la
dang nghiém trong va phd bién nhat ciia chimg teo co tién trién do di truyén ma phat
trién & mot trong khoang 3500 bé trai méi sinh. Mic du cac chirc ning van dong &
cac d6i tugng mac DMD 13 hiém khi khac v6i ngudi khée manh & giai doan vi thanh
nién va tho 4u, song su yéu co cua ho dugc quan sat théy ¢ tré nho tr khoang 4 dén
5 tubi. Sau d6, sy yéu co & cac ddi twong mac DMD tién trién dan dén mat kha ning
di lai vao khoang 12 tudi va tir vong do thiéu ning ho hip hodc tim & tudi d6i muoi.
Hién tai, khong c6 phwong phép diéu tri ddy du cho DMD, va rit mong mudn phat
trién tac nhan didu tri hiru higu.

DMD dugc biét 1 gay ra boi sy dot bién trong gen dystrophin. Gen dystrophin
nam trén nhidém sic thé X va 1a gen rat 1én bao gém 2,2 triéu cap bazo ADN. ADN
duoc phién ma thanh cac tién mARN, va céc intron duoc loai bo béng cach cat ndi dé
téng hop mARN gom 11.058 bazo twrong tng véi ving duoc dich m, trong d6 79
exon dugc két hop cing nhau. mARN nay dugc dich mi thanh 3.685 axit amin dé tao
thanh protein dystrophin. Protein dystrophin lién quan dén su duy tri sy 6n dinh mang
trong céc t& bao co va can dé gitp cac té bao co it bi pha hily. Gen dystrophin & d6i
tugng mac DMD c6 d6t bién va do d6, protein dystrophin, 13 protein chtrc ning & té
bao co hiém khi duge biéu hién. Do d6, ciu triic cta cac té bao co khong thé duogc
duy tri trong co thé cua ddi twong mic DMD, dan dén sy tran luong 16n cua céc ion
canxi vao cac té bao co. Do d6, dap ting giéng nhu viém xay ra dé thiic ddy qué trinh

x0 hoa lam cho viéc tai tao cac t€ bao co trd nén kho khan.
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Chung loan dudng co Becker (Becker Muscular Dystrophy - BMD) ciing dugc
giy ra boi sy dot bién trong gen dystrophin. Cac hdi ching lién quan dén sy yéu co
di kém bai ching teo co nhung thuong co tién trinh yéu co nhe va cham, khi so véi
DMD. Trong nhidu truong hop, su khoi pht cia bénh 1a & nguoi truong thanh. Cac
khéc biét trong cac hdi ching 14m sang gitta DMD va BMD dugc xem la thude vé
viéc liéu khung doc ctia c4c axit amin trong qua trinh dich m3 cia mARN dystrophin
thanh protein dystrophin c6 bi ngat quang béi su dot bién hay khong (tai liéu phi sang
ché 1).Cu thé hon, trong DMD, su c6 mat ciia dot bién nay dich chuyén khung doc
axit amin va nhd d6 protein dystrophin chirc nang hiém khi duoc biéu hién, trong khi
trong MBD, protein dystrophin ma déng vai tro chirc ning, mdc du khong hoan hao,
duogc san xuét vi khung doc axit amin duoc gift lai, trong khi mot phén cua cac exon
bi x6a bo do su dot bién.

Su bo qua exon dugc mong doi la dong vai tro 1lam phuong phap diéu tri DMD.
Phuong phép nay lién quan dén sy bién dbi viéc tach intron d€ khéi phuc khung doc
axit amin ciia mARN dystrophin va gy cdm ung su biéu hién cua protein dystrophin
c6 chirc nang dugc khéi phuc mot phﬁn (Tai liéu liéu phi sang ché 2). Phén trinh tu
axit amin, 14 dich dé bo qua exon, s& bi mat. Vi Iy do nay, protein dystrophin dwgc
bidu hién bang diéu tri ndy tré nén ngan hon so véi protein binh thuong nhung vi
khung doc axit amin dugc duy tri, chirc nang dé 8n dinh té bao co dugc giit lai mot
ph?m. Hau qua 13, dugc mong doi réng su bo qua cac exon s€ din DMD dén cac hoi
chung twong tw véi cc hdi chimg ciia BMD, 1a nhe hon. Phuong phap bo qua cac
exon d3 trai qua cac thir nghiém trén dong vat sit dung chudt va ché va hién nay dang
duoc danh gia trong cac thir nghiém 1am sang & d6i twong 12 nguoi mdc DMD.

Su bo qua exon c6 thé duge cam tng bang cach lién két cic axit nucleic dbi
nghia nhim dich 12 vi trf cat nbi d4u 5' hodc 3' hoic ca hai vi tri, hodc vi tri cdc exon
bén trong. Exon s€ dugc bao gbm trong mARN chi khi ca hai vi tri cét ndi ctia né
duoc nhéan dién boi phtrc hop thé ¢t ndi. Do vay, su bo qua exon ¢b thé duoc cam
g bang cach nhim dich cac vi tri cit ndi véi cac axit amin d6i nghia. Ngoai ra, sy

lién két cua protein SR véi ving trinh tu ting cudng cit ndi trong exon (Exonic
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Splicing Enhancer - ESE) duoc xem la cAn thiét cho exon dé duoc nhan dién boi co
ché cét nbi. Do d6, su bd qua exon cling c6 thé duogc giam di béng cdch nhdm dich
ESE.

Vi sy d6t bién ctia gen dystrophin ¢ thé thay d6i phu thudc vao d6i trong mic
DMD, cac axit nucleic dbi nghia cin duoc thiét ké dua trén vi tri hodc loai dot bién
gen tuwong ung. Trude ddy, cac axit nucleic d6i nghia giy ra su bé qua exon cho tat
¢4 79 exon dugc tao ra boi Steve Wilton, et al., University of Western Australia (tai
liéu phi sang ché 3), va cac axit nucleic d6i nghia gy ra su bd qua exon d6i vai 39
exon dugc tao ra béi Annemieke Aartsma-Rus, et al., Netherlands (tai liéu phi sang
ché 4).

D3 thiy rang c6 khoing 4% trong tdng sb cac dbi tugng mac DMD c6 thé duoc
didu tri bang cach bo qua exon thit 50 (sau day dugc goi 1a "exon 50") (tai li¢u phi
sang ché 5). Trong nhitng ndm gin day, nhiéu td chitc nghién ctru bao gdm chu don
d3 bao co vé cac thir nghiém trong d6 exon 50 trong gen dystrophin duoc nham dich

dé b qua exon (c4c tai liéu sang ché 1 dén 6 va tai liéu phi sang ché 6).

[Danh muc tai liéu vién dan]

[Tai liéu sang ché]

[Tai lidu séng ché 1] Cong bd don quéc t¢ WO2013/100190

[Tai liéu séng ché 2] Cong b don qudc t& WO2004/048570

[Tai lidu séng ché 3] Cong bd don quéc t& WO2006/000057

[Tai liéu sang ché 4] Cong bd don quéc t& WO2010/050802

[Tai lidu séng ché 5] Cong bd don quéc t& WO2010/048586

[Tai liéu séng ché 6] Cong b don qudc t& WO2011/057350

[Tai liéu phi sang ché 1] Monaco A. P. et al., Genomics 2:90-95 (1988)

[Tai li€u phi sang ché 2] Matsuo M., Brain and Development 18:167-172 (1996)
[Tai liu phi sang ché 3] Wilton S. D. et al., Molecular Therapy 15:1288-96 (2007)
[Tai liéu phi sang ché 4] Annemieke Aartsma-Rus et al., Neuromuscular Disorders

12:871-S77 (2002)
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[Tai liéu phi sang ché 5] Bladen C. L. et al., Human Mutation 36:395-402 (2015)
[Tai liéu phi sang ché 6] Bo Wu et al., PLosOne 6(5):¢19906 (2011)

Ban chit ky thuit ciia sang ché
Vén dé k§ thuat

Trong céc treong hop néu trén day, cic oligome d6i nghia m&i ma gay ra su
b6 qua exon 50 & gen dystrophin v6i hiéu qua cao dd duge mong doi. Ngoai ra, cac
oligome dbi nghia c6 cac dic tinh vat 1y hoan hao (vi dy, khd ndng hoa tan) lam thude
trong khi van duy tri hoat tinh dé tao ra su bo qua exon 50 trong gen dystrophin véi

hiéu qua cao da dugc mong doi.

Giai phap k¥ thuat cho van dé

La két qua cua céc nghién ctru chi tiét vé noi dung k§ thuat cta cac tai lidu trén
d4y va chu tric ctia gen dystrophin, cac tic gia sing ché d3 thay rang su bo qua exon
50 & gen dystrophin ciia nguoi dugc gy ra voi hi€u qua cao bang cach dung oligome
d6i nghia c6 trinh ty bazo dugc bidu didn boi trinh ty bat ky trong sé SEQ ID SEQ
NO: 3 dén 5. Céc tac gia sang ché ciling da phét hién ra rang oligome ddi nghia c6 kha
ning hoa tan tuyét voi trong khi gay ra sy bo qua exon 50 trong gen dystrophin cua
ngudi véi hiéu qua cao. Dya trén phat hién nay, céc tac gia sang ché d3 hoan thanh
sang ché.

Ttc 1a, sang ché dé xuét cac ddi tuong sau.
[1]

Oligome d6i nghia dugc chon tir nhém bao gbm (a) dén (d) dudi day:
(a) oligome d6i nghia chtra trinh ty bazo cua bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 3 dén
5;
(b) oligome d6i nghia chira trinh tu bazo c6 sy x06a, thay thé, chén va/hozc thém tir 1
dén 5 bazo trong trinh ty bazo cua bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 3 dén 5, va c6

hoat tinh dé gy ra sw bo qua exon 50 trong gen dystrophin ctia nguoi;
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() oligome dbi nghia chita trinh ty bazo c6 d6 dong nhét trinh ty it nhét 12 80% véi
trinh tu bazo cua bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 3 dén 5 va c6 hoat tinh dé gay ra
su bd qua exon 50 trong gen dystrophin cuia ngudi; va
(d) oligome ddi nghia ma lai dugc trong cac diéu kién nghiém ngit véi oligonucleotit
chita trinh tu bazo bd sung véi trinh ty bazo cia bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 3
dén 5, va c6 hoat tinh dé gay ra sw bo qua exon 50 trong gen dystrophin ctia nguoi;
hodc mudi dugc dung hodc hydrat ctia nd.
[2]

Oligome d6i nghia dwgc chon tir nhém bao gbm (e) dén (h) dudi day:
(e) oligome dbi nghia chi chita trinh tw bazo ciia bt k¥ trong s6 cde SEQ ID NO: 3
dén 5;
(f) oligome d6i nghia chi chira trinh ty bazo c6 su x6a va/hodc thay thé tir 1 dén 5
bazo trong trinh tu bazo cua bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 3 dén 5, va c6 hoat tinh
dé gay ra su bo qua exon 50 trong gen dystrophin clia nguoi;
(g) oligome ddi nghia chi chira trinh tu bazo c6 do ddng nhét trinh tu it nhat 13 80%
v6i trinh tu bazo cua bat ky trong s cac SEQ ID NO: 3 dén 5 va c6 hoat tinh dé gay
ra su bd qua exon 50 trong gen dystrophin cua nguoi; va
(h) oligome d6i nghia ma lai dugc trong cac diéu kién nghiém ngit véi oligonucleotit
chi chita trinh tu bazo bd sung véi trinh ty bazo cta bat ky trong s6 cac SEQ ID NO:
3 dén 5, va c6 hoat tinh dé gay ra su bd qua exon 50 trong gen dystrophin ctia nguoi;
hodc mudi duge dung hodc hydrat ctia né.
[3]

Oligome dbi nghia hogc mudi dugc dung hodc hydrat ctia n6 theo diém [1]
hodc [2] néu trén, trong do

oligome ddi nghia 1a

oligome dbi nghia ma c6 trinh ty nucleotit c6 do déng nhét trinh ty it nhét 1a
90% véi trinh tu bazo ctia bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 3 dén 5 va ¢6 hoat tinh dé
gy ra sy bo qua exon 50 trong gen dystrophin ciia nguoi.

[4]
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Oligome d6i nghia hogc mudi dugc dung hodc hydrat ctia né theo diém bét ky
trong s6 cac diém tir [1] dén [3] néu trén, trong d6 oligome @61 nghia 12 oligonucleotit.
[5]

Oligome d6i nghia hodc mudi dugc dung hodc hydrat cua nd theo diém [4] néu
trén, trong d6 gbc duong va/hodc gbc lién két phosphat ca it nhat mot nucleotit cdu
thanh oligonucleotit nay duoc cai bién.

[6]

Oligome d61 nghia hoic mubi duge dung hoic hydrat cta né theo diém [4]
hodc [5] néu trén, trong do gbc duong cua it nhit mot nucleotit cdu thanh
oligonucleotit 14 riboza trong d6 nhom 2'-OH duoc thay béng nhém b4t ky dugc chon
tir nhom bao gom OR, R, R'OR, SH, SR, NH», NHR, NRz, N3, CN, F, Cl, Br va I
(trong d6 R 1a alkyl hodc aryl va R'1a alkylen).

[7]

Oligome d6i nghia hoac mudi dugc dung hoic hydrat ctia nd theo diém bat ky
trong s cac diém tir [4] dén [6] néu trén, trong d6 goc lién két phosphat cua it nhat
mot nucleotit cau thanh oligonucleotit nay 1a gbc bt ky duoc chon tr nhom gbm lién
két phosphorothioat, lién két phosphorodithioat, lién két alkylphosphonat, lién két
phosphoramidat va lién két boranophosphat.

(8]

Oligome d6i nghia hoic mubi dugc dung hoic hydrat ciia n6 theo diém bat ky
trong s6 cac diém tir [1] dén [3] néu trén, trong d6 oligome d6i nghia 1a oligome
morpholino.

[9]

Oligome dbi nghia hoac mubi dugc dung hodc hydrat ctia né theo diém [8] néu
trén, trong do6 oligome d6i nghia 1a oligome morpholino phosphorodiamidat.
[10]

Oligome d6i nghia hodc mudi duoc dung hodc hydrat ctia né theo diém [8]
hodc [9] néu trén, trong d6 dau 5' ¢6 cong thirc hda hoc bat ky trong sb cac cong thirc

héa hoc tir (1) dén (3) dudi day:
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[Cong thurc 1]

N O~__NH,
L]

N™ CH, N

| / | ,CHa
0=P-N, O=P-N1

o o °

(1) (2) (3)
[11]

Oligome d6i nghia hozc mubi dugc dung hodc hydrat ctia nd theo diém bat ky
trong s6 cac diém tir [1] dén [10] néu trén, trong d6 chidu dai cta oligome dbi nghia
1 19 hodc 20 bazo. |
[12]

Dugc pham dé diéu tri ching loan dudng co, dugc pham nay chita oligome débi
nghia hoic mudi dugce dung hodc hydrat ctia n6 theo diém bét k¥ trong s6 cac diém
tir [1] dén [11] néu trén.

[13]

Duoc phdm theo diém [12] néu trén, trong d6 dwoc pham nay con chita chét
mang dugc dung.
[14]

Dugc pham theo diém [12] hodc [13] néu trén dé str dung cho dbi trong mic
ching loan dudng co, trong do ddi teong nay 1a abi tuong c6 dot bién ma chiu trach
nhiém cho viéc loai b exon 50 trong gen dystrophin.

[15]

Duoc phim theo diém [14] néu trén, trong d6 d6i twong c6 gen dystrophin c6
it nhat mot dot bién dich chuyén khung giy ra do x6a mdt exon trong ving lan can
cia exon 50 va trong d6 khung doc axit amin duoc hiéu chinh bang cach bé qua exon

50.
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[16]

Duogc pham theo diém [14] hodc [15] néu trén, trong d6 d6i twong c6 dot bién
dich chuyén khung giy ra do x6a cac exon 51, 51-53, 51-55, hodc 51-57 trong gen
dystrophin.

[17]

Dugc phim theo diém bat ky trong s6 cac diém tir [14] &én [16] néu trén, trong
d6 dbi twong 13 nguoi.
[18]

St dung oligome dbi nghia hodc mubi dugc dung hoic hydrat ctia n6 theo diém
bét ky trong s6 cac diém tir [1] dén [11] néu trén dé san xudt thudc dé diéu tri chimg
loan dudng co.

[19]

Phuong phap dé didu tri chimg loan dudng co, bao gdm budc cho dbi twong
méc chimg loan dudng co st dung luong hiru hiu cla oligome d6i nghia hoac mudi
duoc dung hoac hydrat cia n6 theo diém bt ky trong s6 cac diém tir [1] dén [11] néu
trén, hodc dugc pham theo diém bat ky trong s6 cac diém tir [12] dén [16] néu trén.
[20]

Phuong phéap dé diéu tri theo diém [19] néu trén, trong d6 ddi twrong 1a nguoi.
[21]

Oligome d6i nghia hodc mudi duoc dung hoic hydrat ctia n6 theo diém bit ky
trong $6 cac diém tir [1] dén [11] néu trén, hodc dugc pham theo diém bt ky trong
s6 cac diém tir [12] dén [16] néu trén dé str dung trong diéu tri chiung loan dudng co.
[22]

Oligome dbi nghia hodc mubi dugce dung hodc hydrat ctia nd, hodc duge phém
theo diém [21] néu trén, trong d6 trong qué trinh diéu tri, d6i tuong méc ching loan

dudng co 1a nguoi.

Hiéu qua cua sang ché
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Sang ché c6 thé @& xuét oligome d6i nghia ma gay ra sy bé qua exon 50 trong
gen dystrophin ctia nguoi v6i hiéu qua cao. Sang ché c6 thé dé xuat oligome ddi nghia
ma c6 kha ning hoa tan tuyét voi trong khi van gif hoat tinh gy ra sw bo qua exon

50 trong gen dystrophin ctia nguoi véi higu qua cao.

M5 ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién hiéu qué cua su bo qua exon 50 trong gen dystrophin cua ngudi
boi cac oligome ddi nghia PMO $6 1 va 2 & cac té bao sacdm co van cua ngudi (cac
té bao RD).

Fig. 2 thé hién hiéu qua cua sy bo qua exon 50 trong gen dystrophin cta nguoi
bdi cac oligome d61 nghia PMO s6 1,3 va 4 & cac té bao RD.

Fig. 3 thé hién hi¢u qua ctia sy bé qua exon 50 trong gen dystrophin ctia nguoi

béi cac oligome d6i nghia PMO s6 1,5, 6 va7 & cac té bao RD.

M3 t4 chi tiét sang ché

Sau day, sang ché dugc mo ta chi tiét. Cac phuong an duge md ta dudi day
nhidm dé dugc thé hién bang cach vi du chi dé md ta sang ché ma khong nham dé gi6i
han sang ché chi & cic phuong 4n nay. Sang ché c6 thé duoc thuc hanh theo nhiéu

cach khac nhau, ma khong chéch khoi ban chat cua sang ché.

1. Oligome dbi nghia

Sang ché dé xuit oligome ddi nghia (sau day dwoc goi 1a “oligome d6i nghia
theo sang ché”) ma gay ra su bo qua exon 50 trong gen dystrophin ciia nguoi v6i hiéu
qua cao.

Exon 50 trong gen dystrophin cia nguo1

Trong sang ché, thuat ngit “gen” bao gdm gen thudc bo gen va cling bao gom
cADN, tién mARN va mARN. Tét hon, néu gen 13 tién mARN, tirc 1a pre-mARN.

Trong hé gen nguoi, gen dystrophin cua nguoi nim & locus Xp21.2. Gen

dystrophin ctia ngudi c6 kich thudc 1a 2,2 trig¢u cdp bazo va 1a gen 16n nhit trong sd
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cac gen nguoi da biét. Tuy nhién, cic viing ma hoa cla gen dystrophin ctia ngudi chi
1a 14 Kb, phan b thanh 79 exon trong sudt gen dystrophin ctia ngudi (Roberts, RG,
et al., Genomics, 16: 536-538 (1993); va Koenig, M., et al., Cell 53 219-228, 1988).
Pre-mARN, 13 san pham phién ma ctia gen dystrophin ctia nguoi, trdi qua vigc cat nbi
d8 tao thanh mARN truéng thanh gom 14 kb. Trinh tu bazo cia gen dystrophin kiéu
dai cua nguoi 1a d3 biét (GenBank Accession No. NM_004006).

Trinh tu bazo bao gém exon 50 va trinh tu trong ving lan can cua dau 5’ cta
intron 50 trong gen dystrophin kiéu dai cia nguoi duoc biéu thi bang SEQ ID NO: 1.
Oligome d6i nghia

Oligome d6i nghia theo séng ché dugc thiét ké dé gay ra su b qua exon 50
trong gen dystrophin ctia nguoi, nho do cai bién protein dugc mi hoa boi gen
dystrophin loai DMD thanh protein dystrophin loai BMD. Do d6, exon 50 trong gen
dystrophin 1 dich ctia sy bé qua exon bdi oligome d6i nghia bao gdm ca kiéu dai va
kiéu dot bién.

Oligome dbi nghia theo séang ché cu thé 14 oligome dbi nghia dugc chon tur
nhém bao gdm (a) dén (d) dudi day.

(a) oligome ddi nghia chira trinh ty bazo cia bét ky trong s6 cac SEQ ID NO:
3 dén 5;

(b) oligome ddi nghia chira trinh tuy bazo c6 sy x0a, thay thé, chén va/hoic thém
tr 1 dén 5,1 dén 4, 1 dén 3, 1 dén 2, hodc 1 bazo trong trinh ty bazo cua bat ky trong
s6 cac SEQ ID NO: 3 dén 5, va c6 hoat tinh dé gay ra su bé qua exon 50 trong gen
dystrophin cua nguoi;

(c) oligome déi nghia chita trinh ty bazo co d6 ddng nhét trinh ty it nht 80%,
it nhét 84%, it nht 85%, it nhat 89%, it nht 90%, it nhat 94%, hodc it nhat 95% véi
trinh ty bazo cta bat k¥ trong sé cac SEQ ID NO: 3 dén 5 va c6 hoat tinh dé gay ra
su bo qua exon 50 trong gen dystrophin ctia nguoi; va

(d) oligome déi nghia ma lai dugc trong cac dicu kién nghiém ngat voi

oligonucleotit chra trinh ty bazo bd sung véi trinh ty bazo cla bat ky trong s6 cac
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SEQ ID NO: 3 dén 5 va c6 hoat tinh dé gay ra su bo qua exon 50 trong gen dystrophin
cla nguol.

Lam phuong én khéc, oligome d6i nghia theo sang ché cu thé 1a oligome dbi
nghia dugc chon tir nhom bao gom (e) dén (h) dudi day.

(e) oligome d6i nghia chi chira trinh ty bazo cia bét ky trong s6 cac SEQ ID
NO: 3 dén S;

(f) oligome d6i nghia chi chira trinh tu bazo c6 sy x6a va/hodc thay thé tir 1
dén 5, 1 dén4,1dén 3,1 dén 2, hodc 1 bazo trong trinh tu bazo ctia bét ky trong $6
cac SEQ ID NO: 3 dén 5, va c6 hoat tinh dé gay ra suw bo qua exon 50 trong gen
dystrophin cta nguot;

(g) oligome ddi nghia chi chtta trinh tw bazo c6 do ddng nhit trinh ty it nhat
80%, it nht 84%, it nhit 85%, it nhit 89%, it nhat 90%, it nhat 94%, hogc it nhat
95% véi trinh tu bazo ctia bit ky trong s6 cac SEQ ID NO: 3 dén 5 va c6 hoat tinh dé
gy ra su bo qua exon 50 trong gen dystrophin cia ngudi; va

(h) oligome d6i nghia ma lai dugc trong céc diéu kién nghiém ngit véi
oligonucleotit chi chira trinh tu bazo bd sung véi trinh ty bazo cla bét ky trong s cac
SEQ ID NO: 3 dn 5 va c6 hoat tinh dé gay ra su bo qua exon 50 trong gen dystrophin
cuia nguol.

Céc oligome déi nghia tir (b) dén (d) va c4c oligome ddi nghia tir (f) dén (h)
1an lwot 12 cac dot bién cia oligome dbi nghia (a) va oligome d6i nghia (e), cu thé va
duogc du dinh 13 twvong Gng véi cac dot bién (vi dy, dang da hinh) ctia gen dystrophin
ctia ddi tuong.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit "oligome d6i nghia ma lai
duoc trong cac diéu kién nghiém ngat" dé cap dén, vi du, oligome déi nghia thu dugc
bang cach lai khuén lac, lai vét tan, lai Southern hodc k¥ thuat lai twong tu, stt dung
lam doan do, toan bd hoac mot phén oligonucleotit chura trinh tu bazo bd sung voi
trinh bazo clia, vi du, bat ky trong sb cac SEQ ID NO: 3 dén 5. Phuong phép lai ¢6
thé dugc st dung bao gdm céc phuong phip dwgc md ta trong, vi dy, "Sambrook &

Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual Vol. 3, Cold Spring Harbor,
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Laboratory Press 2001," "Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons 1987-1997," v.v..

Nhu duge sit dung trong ban mo ta nay, thuat ngir “cac diéu kién nghiém ngat”
¢6 thé 1a bt ky trong sé cac didu kién nghiém ngit thip, cac dicu kién nghiém ngit
vira phai hoac cac diéu kién nghiém ngit cao. Thuét ngi "diéu kién nghiém ngit thép"
13, vi du, 5 x SSC, 5 x dung dich Denhardt, 0,5% SDS, 50% formamit ¢ 32°C. Thuat
ngit "diéu kién nghiém ngat vira phai" 13, vi du, 5 x SSC, 5 x dung dich Denhardt,
0,5% SDS, 50% formamit & 42°C, hodc 5 x SSC, 1% SDS, 50 mM Tris-HCL (pH 7,5),
50% formamit ¢ 42°C. Thuat ngit "diéu kién nghiém ngat cao" 1a, vi duy, (1) 5 x SSC,
5 x dung dich Denhardt, 0,5% SDS, 50% formamit & 50°C, (2) 0,2 x SSC, 0,1% SDS
& 60°C, (3) 0,2 x SSC, 0,1% SDS & 62°C, (4) 0,2 x SSC, 0,1% SDS ¢ 65°C, hodc (5)
0,1 x SSC, 0,1% SDS & 65°C, nhung khéng giéi han ¢ d6. Trong céc didu kién nay,
oligome d6i nghia véi do ddng nhét trinh tw cao hon dugc ky vong s& thu dugc mét
cach hiéu qua & nhiét d6 cao hon. Nhiéu yéu t6 lién quan dén sy nghiém ngat dé lai
bao gém nhiét do, néng do doan do, chiéu dai doan do, 6 manh ion, thoi gian, néng
d6 mudi va céc yéu té khac, va nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé
lua chon mét cach thich hgp cac yéu t6 nay dé dat duoc sy nghiém ngit twong tu. O
day, thuat ngir "do déng nhét trinh tu" dé cap dén su déng nhét trén toan bo pham vi
cua trinh tu bazo duwoc so sanh gitra mot cap gém hai axit nucleic nhit dinh va duoc
biéu thi bing ty 1& (%) cac bazo phi hop khi sdp thang hang t6i wu cac trinh ty bazo
duoc taora bﬁng cach st dung thuit toan toan hoc da biét trong linh vyc k¥ thuat cia
sang ché. Vi du, oligome d61 nghia chura trinh tu bazo ¢6 it nhit "80% do dong nhat
trinh tu" v&i oligome d6i nghia chira trinh tu gbm 20 bazo nghia 14 oligome d6i nghia
¢6 16 bazo hogc nhidu hon giéng v6i oligome ddi nghia gdm 20 bazo.

Khi céc kit c6 ban trén thi truong dugce st dung dé 1ai, vi du, Alkphos Direct
Labelling va Detection System (GE Healthcare) c6 thé duoc st dung. Trong truong
hop nay, theo quy trinh kém theo bd kit, sau khi G v&i doan do dugc dan nhan qua
dém, mang dugc rira bing dém rira so bd chira 0,1% (khdi luong/thé tich) SDS &

55°C, nho d6 cho phép phat hién oligome d6i nghia duogc lai. Theo céch khac, khi
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doan do duoc danh ddu bing digoxigenin (DIG) bang cach sir dung thudc thir c6 ban
trén thi truong (vi du, PCR Labelling Mix (Roche Diagnostics), v.v.) trong san xuit
doan do dua trén toan bo hodc mét phan trinh tw bd sung véi trinh tw bazo ciia bat ky
trong sb cac SEQ ID NO: 3 dén 5, viéc lai c6 thé dugc phat hién véi kit phat hién axit
nucleic DIG (Roche Diagnostics).

Ngoai oligome d6i nghfa dwgc mb ta trén day, oligome d6i nghia khac c6 thé
duogc lai bao gém cac oligome dbi nghia c6 do déng nhét trinh tu 90% hodc cao hon,
91% hodc cao hon, 92% hodc cao hon, 93% hoac cao hon, 94% hodc cao hon, 95%
hodc cao hon, 96% hodc cao hon, 97% hoac cao hon, 98% hodc cao hon, 99% hoac
cao homn, 99,1% hodc cao hon, 99,2% hodc cao hon, 99,3% hodc cao hon, 99,4% hoac
cao hon, 99,5% hoic cao hon, 99,6% hodc cao hon, 99,7% hodc cao hon, 99,8% hodc
cao hon, va 99,9% hodac cao hon vdi trinh ty bazo cua bét ky trong s6 cac SEQ ID
NO: 3 dén 5, nhu duoc tinh toan béi phﬁn mém tim kiém su déng nhit nhu FASTA
va BLAST b:?mg cach sir dung céc thong s6 mic dinh.

D6 ddng nhat trinh ty c6 thé dugc xac dinh bang cach sir dung FASTA (Science
227 (4693): 1435-1441, (1985)) hodc thuat todan 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). Céc chuong trinh tén 14 blastn, blastx,
tblastn va tblastx dua trén thuit toan BLAST da dugc phat trién (Altschul SF, et al: J.
Mol. Biol. 215: 403, 1990). Khi trinh tu bazo dugc phan tich bang cach sir dung blastn,
cac thong s6 13, vi duy, diém s = 100 va d¢ dai chudi ky ty = 12. Khi cac chwong trinh
BLAST va Gapped BLAST duoc stir dung, c4c thong s6 mic dinh trong mdi chuong
trinh c6 thé duoc st dung.

Thuat ngit "gay ra (cho phép) su bd qua exon 50 trong gen dystrophin cta
nguoi" dugc du dinh cé nghia rang bang cach lién két oligome d6i nghia theo sang
ché véi vi tri twong g v6i exon 50 va/hodc intron lién k& ciia n6 ciia san pham phién
ma (v du, pre-mARN) cua gen dystrophin clia ngudi, viéc loai bo exon 50 xay ra va,
vi du, trinh tuy bazo twong ing véi dau 5' ctia exon 52 duoc ndi véi trinh ty bazo twong

g v6i dau 3' ctia exon 49 & doi twong mac DMD c6 su x6a exon 51 khi san pham
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phién ma tréi qua qua trinh cit néi, do d6 din dén sy tao thanh mARN truong thanh
khong co su dich chuyén khung codon.

Do dé, dbi twong méc DMD c¢6 dot bién ma chiu trach nhiém cho viéc bo qua
exon 50 trong gen dystrophin c6 thé dugc xir 1y bang cach bd qua exon 50. Vi du vé
céc dbi twong mic DMD nhu vay bao gbm céc d6i teong mac DMD c6 gen dystrophin
c6 it nhat mot dot bién dich chuyén khung gay ra do x6a mdt exon trong ving lan can
cua exon 50 va trong d6 khung doc axit amin dugc hiéu chinh bang cach bo qua exon
50, va cu thé hon bao gdm cac ddi twong méc DMD c6 dot bién dich chuyén khung
gay ra do x6a cac exon 51, 51-53, 51-55, 51-57, v.v. trong gen dystrophin.

0 day, thuat nglr "lién két" duoc md ta trén day duoc du dinh c6 nghia réng
khi oligome d6i nghia theo sang ché dugc két hop voi san pham phién ma cta gen
dystrophin cua nguoi, ca hai duoc lai véi nhau trong cac diéu kién sinh 1y dé tao thanh
axit nucleic sgi doi. Thuat ngir "trong cac diéu kién sinh 1y" dé cap dén céac didu kién
thiét lap dé bit chudc méi trudng in vivo vé khia canh d6 pH, thanh ph?m mudi va
nhiét do. Cac didu kién 1, vi du, 25 dén 40°C, t&t hon 12 37°C, pH 5 dén 8, tét hon 1a
pH 7,4 va 150 mM né)ng do mubi natri clorua.

Su bé qua exon 50 trong gen dystrophin ctia nguoi c6 duge gy ra hay khong
¢6 thé duoc x4c nhan bang cach dua oligome d61 nghia theo sang ché vao té bao biéu
hién dystrophin (vi du, cac té bao sacom co van cua ngudi), khuéch dai ving xung
quanh exon 50 cia mARN ctia gen dystrophin ctia ngudi tt ARN téng cua té bao biéu
hién dystrophin bang PCR theo thoi gian thyc va thuc hién PCR xép 16ng hoic phan
tich trinh ty trén san phdm duoc khuéch dai bdi PCR. Hiéu qua bd qua ES (%) c6 thé
duoc xac dinh nhur sau. mARN cho gen dystrophin ciia nguoi dugce thu gom tu cac té
bao thir nghiém; va trong mARN, mirc polynucleotit cua sgi thé hién exon 50 dugc
b6 qua (mirc polynucleotit "A") va mirc polynucleotit ctia soi thé hién exon 50 khong
duoc bo qua (murc polynucleotit "B") duoc do. Bang cach sir dung céc gié tri do "A"
va "B", hiéu qua dugc tinh toan theo phuong trinh (1) sau. Dé tinh toan hiéu qua bé
qua, cong bd don qudc t& W02012/029986 ¢6 thé dugc tham khio.
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ES=100xA/(A+B) .. (1)

T4t hon 13, oligome ddi nghia theo sang ché gy ra sy bo qua exon 50 v6i hiéu
qua 1a 10% hodc cao hon, 20% hodc cao hon, 30% hodc cao hon, 40% hoéc cao hon,
50% hodc cao hon, 60% hoic cao hon, 70% hodc cao hon, 80% hodc cao hon, va
90% hodc cao hon.

Oligome d6i nghia theo séng ché bao gdm, vi duy, oligonucleotit, oligome
morpholino hodc oligome peptit axit nucleic (Peptide Nucleic Acid - PNA), ¢6 do dai
1a 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 hodc 35
bazo. Do dai ciia oligome d6i nghia t6t hon 1a tir 16 dén 25, tir 16 dén 23, 19 hodic 20
bazo va céc oligome morpholino duoc wu tién.

Céc oligonucleotit dwgc md ta trén day (sau day dwoc goi la "oligonucleotit
theo sang ché") 1a oligome d6i nghia theo sang ché chita cac nucleotit 1am cac don vi
ciu trac. Cac nucleotit nay cé thé 12 bat 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
duoc cai bién, cac géc dudng va/hodc cac géc lien két phosphat, tao thanh
ribonucleotit hodc deoxyribonucleotit.

Trong sang ché, bazo nito bao gém, vi du, adenin, guanin, hypoxanthin,
xytosin, thymin, uraxil, va cic bazo cai bién ctia né. Vi du vé cac bazo cai bién nay
bao gém, nhung khong gi6i han &, pseudouraxil, 3-metyluraxil, dihydrouraxil, 5-
alkylxytosin (vi du, 5-metylxytosin), 5-alkyluraxil (vi du, S-etyluraxil), 5-halouraxil
(5-bromouraxil), 6-azapyrimidin, 6-alkylpyrimidin (6-metyluraxil), 2-thiouraxil, 4-
thiouraxil, 4-axetylxytosin, 5-(carboxyhydroxymetyl) uraxil, 5'-
carboxymetylaminometyl-2-thiouraxil, 5-carboxymetylaminometyluraxil, 1-
metyladenin,  1-metylhypoxanthin, 2,2-dimetylguanin, 3-metylxytosin,  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-
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5-oxyaxetic, 2-thioxytosin, purin, 2,6-diaminopurin, 2-aminopurin, isoguanin, indol,
imidazol, xanthin, v.v..

Su cai bién gde dudng cb thé bao gdm, vi du, cAc cai bién & vi tri 2° cia dudng
riboza va cac cai bién & cac vi tri khac cia dudng. Su cai bién & vi tri 2° cla riboza
bao gém su cai bién thay thé 2'-OH cua riboza béng OR, R, R'OR, SH, SR, NHo,
NHR, NR, N3, CN, F, Cl, Br hodc I, trong d6 R 1a alkyl hodc aryl va R’ 1a alkylen.

Sur cai bién céc vi tri khac cua dudng bao gdm, vi du, su thay thé O & vi tri 4'
cua riboza hodc deoxyriboza béng S, tao cau nbi gilra vi tri 2' va 4' ciia duong, vi du,
LNA (axit nucleic bi khoa) hoac ENA (cac axit nucleic dugc tao cAu ndi béng 2'-0,4'-
C-etylen), nhung khong chi giéi han & do.

Su cai bién gbc lién két phosphat bao gbm, vi du, cai bién thay thé lién két
phosphodieste bang lién két phosphorothioat, lién két phosphorodithioat, lién két
alkyl phosphonat, lién két phosphoroamidat hodc lién két boranophosphat (Enya et
al: Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2008, 18, 9154-9160) (xem, vi du, cac cong
b lai don trong nu6c ciia Nhat Ban cua cic don PCT so 2006/129594 va
2006/038608).

Trong sang ché nay, alkyl t6t hon 13 bao gém alkyl mach thang hoic mach
nhénh c6 tir 1 d@n 6 nguyén tir cacbon. Cac vi du cu thé bao gom metyl, etyl, n-propyl,
isopropyl, n-butyl, isobutyl, sec-butyl, tert-butyl, n-pentyl, isopentyl, neopentyl, zert-
pentyl, n-hexyl va isohexyl. Alkyl c6 thé ty ¥ dwoc thé. Vi du v& c4c phin tir thé nay
14 halogen, alkoxy, xyano va nitro. Alkyl c6 thé dugc thé bang tir 1 dén 3 phan tir thé.

Trong sang ché nay, xycloalkyl t6t hon 1a bao gdm xycloalkyl c6 5 dén 12
nguyén tir cacbon. Céc vi du cu thé bao gom xyclopentyl, xyclohexyl, xycloheptyl,
xyclooctyl, xyclodecyl va xyclododecyl.

Trong sang ché ndy, halogen bao gdm flo, clo, brom va iot.

Alkoxy bao gbm alkoxy mach thang hoic 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 s6 cac

nhém khéc, alkoxy c6 1 d&én 3 nguyén tir cacbon 13 duge wu tién.
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Trong sang ché ndy, aryl t4t hon 1a bao gdm aryl c6 6 dén 10 nguyén tir cacbon.
Céc vi du cu thé bao gdm phenyl, a-naphtyl va B-naphtyl. Trong s6 cac nhom nay,
phenyl duoc wu tién. Aryl c6 thé tiy § duge thé. Vi du vé cac phan tir thé ndy 13 alkyl,
halogen, alkoxy, Xyano va nitro. Aryl co thé duoc thé bing mot dén ba phan tir thé
nhu vay.

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

Trong séng ché ndy, axyl bao gbm alkanoyl hoic aroyl mach thang hodc mach
nhanh. Cac vi du vé& alkanoyl bao gbém formyl, axetyl, 2-metylaxetyl, 2,2-
dimetylaxetyl, propionyl, butyryl, isobutyryl, pentanoyl, 2,2-dimetylpropionyl,
hexanoyl, v.v.. Cac vi du vé& aroyl bao gdm benzoyl, toluoyl va naphtoyl. Aroyl c6
thé tlly ¥ duoc thé & cac vi tri ¢6 thé thé va c6 thé duoc thé bang (c4c) alkyl.

Tét hon 13, oligonucleotit theo sang ché 13 oligome ddi nghia theo sang ché bao
gbm don vi cAu tric duoc thé hién boi cong thire chung duéi day trong 6 nhém -OH

& vi tri 2' cua riboza duoc thé bang metoxy va gbc lién két phosphat 13 lién két

phosphorothioat:
[Cong thirc 2]
”E”,”s ©
O~ "0
O Base
O OCH,

|

ANARAAARS

trong d6 Base 13 bazo nito.
Oligonucleotit theo sang ché co thé duoc tdng hop dé dang bang cach st dung

céc thiét bi tong hop tu dong khac nhau (vi du, AKTA oligopilot plus 10/100 (GE
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Healthcare)). Theo cach khéc, su téng hop cling c6 thé duoc giao cho tb chirc 1a bén
tht ba (vi du, Promega Inc., Takara Co., hodc Japan Bio Service Co.), v.v..

Oligome morpholino theo sang ché 1a oligome ddi nghia theo sang ché chira
don vi cAu tric thé hién boi cong thirc chung dudi day:

[Cong thure 3]

Base

(trong d6 Base c6 nghia gidng nhu dugc x4c dinh trén day; va W 1a nhém duge biéu

thi boi cong thirc bit ky trong s6 cc cong thic sau day:

[Cong thirc 4]
WaVaVAV o
[SaVAVAV)
PP NN
l Z=—=p—X l Z2=—P—X
z——__T——x 2 “/1 L
AN SAAAS NV ¥,V SN

trong d6 X 1a -CH2R!, -O-CH2R!, -S-CH2R!, -NR2R? hoic F;

R! 13 H hoic alkyl;

R2 va R3, ¢6 thé gibng nhau hoic khac nhau, mdi gbc 1a H, alkyl, xycloalkyl
hodc aryl;

Y113 0, S, CHz hodc NRY;

Y, 142 O, S hodc NR';
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Z 12 O hoac S.

Céc vi du vé& c4c hop chit monome morpholino ma dugc st dung trong qué
trinh tdng hop oligome morpholino theo sang ché bao gdbm, nhung khong gidi han o,
hop chit monome morpholino (A), hop chit monome morpholino (C), hop chét

monome morpholino (T), va hop chit monome morpholino (G) sau day.

[Bang 1]

Hop chét monome morpholino | Hop chét monome morpholino | Hop chat monome morpholino Hop chat monome morpholino
(4) (T) (©)

[e]
o
HC - Cl HN*@ b rh He o o
o {: b ne 50 ﬁ R (L, w0 E A
) NP K[ O NN \”., A \[\/:\‘:
\[N]' k[ b :[TE 9

HC O %

Tt hon 13, oligome morpholino 12 oligome chtra don vi cAu tric duoc thé hién

béi cong thirc chung duéi day (oligome morpholino phosphorodiamidat (sau day
dugce goi la "PMO")).
[Cong thitc 5]

R3 O  Base

trong d6 Base, R? va R? c6 nghiia giéng nhu duge x4c dinh trén day.
Oligome morpholino theo sang ché bao gdm oligome ma toan bo hodc mot
phan bazo nito, cac gbc vong morpholin, cic gbc lién két phosphat, dau 3’ va/hoic

dau 5’ tao thanh oligome morpholino dugc cai bién.
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Su cai bién géc lién két phosphat bao gém, vi du, su cai bién thay thé béng 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) (xem, vi du, cac cong b
lai don trong nudc ctia Nhat Ban cua cac don PCT $6 2006/129594 va 2006/038608).

Oligome morpholino ¢6 thé dugc san xuat theo, vi du, WO 1991/009033 hodc
WO 2009/064471. Cu thé, PMO c6 thé dugc san xuit boi quy trinh duge mo ta trong
WO 2009/064471 hodc duoc san xuat boi quy trinh néu dudi day.

[Phuong phap san xuat PMO]

Phuong an cia PMO bao gém, vi du, hop chit dugc thé hién boi cong thire
chung (I) dudi day (sau day goi 1a PMO (I)).
[Cong thirc 6]

H— 0 ]

k[O]/Base

R2 N
\N-i————o

L R3/ n K[O]/ Base
N

(1) &

trong d6 Base, R? va R? c6 nghia gidng nhu dugc xac dinh trén day; va,

n 1 s6 nguyén tir 1 dén 99, t6t hon 1 s6 nguyén xac dinh tir 15 dén 34, 15 dén
24 hodc 15 dén 22, t6t hon nita 13 18 hodc 19.

PMO (I) ¢6 thé dugc san xuat theo phuong phap da biét, vi du, c6 thé dugc san
xuét bang cach thuc hién cac quy trinh theo cac budc sau day.

Céc hop chét va cac chat phan g duge st dung trong cdc budc dudi day
khong bi giéi han mot cach cy thé mién 1a ching thudng duoc st dung dé tao thanh

PMO.
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Tuwong tu, tat ca cac budc duéi day co thé duoc thyc hién bang phuong phéap
pha 16ng hodc phuwong phép pha rén (thao tac bang tay hodc bang cach st dung thiét
bi tong hop tw dong pha ran sin c6 trén thi truong). Trong san xuat PMO bang phuwong
phap pha rén, wu tién st dung cac thiét bi tong hop tw dong xét vé mat cac quy trinh

thuc hién don gian va sy tong hop chinh xAac.

(1) Budc A:

Hop chét duoc thé hién béi cong thire chung (1) dudi day (sau day duoc goi
12 hop chét (I1)) dugc cho phan tmg véi axit dé tao thanh hop chat dugc thé hién boi

48556

cdng thire chung (1) dudi day (sau day duoc goi la hop chit (IID)):

[Cong thirc 7]

axit

(1 1)

\

“U

Ra‘/‘N #’—_

(rr11)

trong d6 n, R? va R3 ¢6 nghia giéng nhu duoc xac dinh trén day;
g ghia giong

mdi B? doc 14p 12 bazo nito ¢ thé tily ¥ duge bao vé;

T 1a trityl, monometoxytrityl hodc dimetoxytrityl; va,

L 1a hydro, axyl hodc nhom duoc thé hién bai cong thire chung (IV) dudi day (sau

day duoc goi la nhom (IV)).

[Cong thirc 8]

chat mang ran

nhém lién két|

(1V)

21

21/52



48556

"Bazo nito" cua BP bao gdbm "bazo nito" gidng nhu trong bazo, véi didu kién
13 nhém amino hodc nhém hydroxy trong bazo nito duoc thé hién boi B? c6 thé duoc
bao veE.

Nhém bao vé cho nhém amino nhu vay khong bi giéi han mot cach cu thé mién
12 n6 duoc st dung lam nhom bao vé cho cac axit nucleic. Cac vi du cu thé bao gém
benzoyl, 4-metoxybenzoyl, axetyl, propionyl, butyryl, isobutyryl, phenylaxetyl,
phenoxyaxetyl, 4-tert-butylphenoxyaxetyl, 4-isopropylphenoxyaxetyl va
(dimetylamino)metylen. Cac vi du cu thé vé nhém bao vé cho nhém hydroxy bao
gdm  2-xyanoetyl, 4-nitrophenetyl, phenylsulfonyletyl, —metylsulfonyletyl,
trimetylsilyletyl, phenyl, ma co6 thé duoc thé bang 1 dén 5 nhém thu electron & cac vi
tri thay thé tuy ¥, diphenylcarbamoyl, dimetylcarbamoyl, dietylcarbamoyl,
metylphenylcarbamoyl, 1-pyrolidinylcarbamoyl, morpholinocarbamoyl, —4-(tert-
butylcarboxy) benzyl, 4-[(dimetylamino)carboxy]benzyl va 4-
(phenylcarboxy)benzyl, (xem, vi du, WO 2009/064471).

"Chit mang ran" khong bi giéi han mdt cach cu thé mi&n 13 n6 1a chat mang c6
thé str dung cho phan tng pha rén ctia céc axit nucleic. Mong mubn ddi véi chét mang
rén 1a ¢6 cac dac tinh sau day: v dy, (i) n6 hoa tan mot cach han ché trong cac chat
phan ing ma co thé dwoc st dung dé tong hop cac dan xuét morpholino axit nucleic
(vi du, diclometan, axetonitril, tetrazol, N-metylimidazol, pyridin, anhydrit axetic,
Jutidin, axit trifloaxetic); (ii) né én dinh v& mat héa hoc dbi véi cac chit phan img c6
thé st dung dé tdng hop cac din xudt morpholino axit nucleic; (iii) né c6 thé bi bién
ddi vé mat hoa hoc; (iv) n6 co thé dwoc mang dién boi cac dan xuét morpholino axit
nucleic mong mudn; (v) n6 c6 do bén da dé chiu dwoc 4p sudt cao qua cac xu Iy; va
(vi) c6 khoang duong kinh hat va sy phan b6 nhét dinh. Cu thé hon, polystyren c6 thé
truong phdng (vi du, nhya aminometyl polystyren duoc lién két ngang véi 1%
divinylbenzen (c& 200-400 mesh) (2,4-3,0 mmol/g) (Tokyo Chemical Industry), nhwa
polystyren dwoc aminometyl hoa-HCl [divinylbenzen 1%, ¢& 100-200 mesh] (Peptide
Institute, Inc.)), polystyren khong truong phong (vi du, Primer Support (GE
Healthcare)), polystyren gan két v6i mach PEG (vi du, nhya NH»-PEG (Watanabe
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Chemical Co.), nhia TentaGel), thuy tinh x6p duoc diéu chinh (controlled pore glass
- CPG) (duoc san xuit boi, vi du, CPG), thuy tinh xép duoc duoc diéu chinh béng
oxalyl (xem, vi du, Alul et al., Nucleic Acids Research, Vol. 19, 1527 (1991)), chét
phu tro tao dan xuét véi aminopolyetylen glycol TentaGel (xem, vi du, Wright et al.,
Tetrahedron Letters, Vol. 34, 3373 (1993)), va copolyme Poros-
polystyren/divinylbenzen.

"Chét tao lién két" co thé duoc st dung 13 chét tao lién két da biét, thuong dugc
st dung dé nbi céc axit nucleic hodc cac dan xuét morpholino axit nucleic. Cac vi du
bao gdm 3-aminopropyl, sucxinyl, 2,2'-dietanolsulfonyl va alkyl amino mach dai
(Long Chain Alkyl Amino -LCAA).

Buée nay c6 thé duoc thyc hién bing cach cho hop chat (II) phan Gmg véi axit.

"Axit" ¢6 thé duge st dung trong budc nay bao gém, vi du, axit trifloaxetic,
axit dicloaxetic va axit tricloaxetic. Lugng axit dugc st dung la thich hop trong
khoang tur, vi dy, 0,1 mol duong luong dén 1000 mol dwong lwgng cho 1 mol hgp
cht (11), tbt hon 1a nam trong khoang 1 mol dwong luong dén 100 mol duong luong
cho 1 mol hop chét (II).

Amin hiru co c6 thé dugce st dung phdi hop véi axit dwge mé té trén day. Amin
hitu co khong bi gidi han mét cach cu thé va bao gém, vi du, trietylamin. Lugng amin
hitu co dwoc st dung thich hop 13 ndm trong khoang tir, vi dy, 0,01 mol duong luong
dén 10 mol dwong lwong, va tot hon 1a trong khoang tir 0,1 mol dwong luong dén 2
mol duong luong, cho 1 mol axit.

Khi mudi hodc hdn hop axit va amin hitu co dugc st dung trong bude nay,
mubi hodc hén hop bao gém, vi du, mudi hodc hdn hop cua axit trifloaxetic va
trietylamin, va cu thé hon 13, hon hop ctia 1 duong luong cia trietylamin va 2 duong
luong cua axit trifloaxetic.

Axit ¢6 thé duoc sir dung trong budc ndy ciing co thé duoc sir dung & dang
chat pha lodng v6i dung mdi thich hop & ndng d 12 0,1% dén 30%. Dung moi khong

bi giéi han mdt cach cu thé mién 1a no 1a tro doi voéi phan tng, va bao gom, vi du,
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diclometan, axetonitril, rrou cdn (etanol, isopropanol, trifloetanol, v.v.), nuéc, hodc
hdn hop clia noé.

Nhiét do phan ing trong phan tmg dugc mo ta trén day t6t hon 13 trong khoang
tr, vi du, 10°C dén 50°C, tét hon nita 13, trong khoang tir 20°C dén 40°C, va tot nhét
13, trong khoang tir 25°C dén 35°C.

Thoi gian phan ing co6 thé thay d6i phu thudc vao loai axit st dung va nhiét o
phan g, va thich hop 1a trong khoang tir 0,1 phiit dén 24 gi& néi chung, va tét hon
14 trong khoang tir 1 phat dén 5 gio.

Sau khi hoan thanh budc nay, bazo co thé duoc thém vao, néu cin, dé trung
hoa axit con lai trong hé théng. "Bazo" khéng bi gidi han mét cach cu thé va bao gém,
vi du, diisopropyletylamin. Bazo cling ¢6 thé duoc st dung & dang chit pha loang véi
dung mbi thich hop & ndng do 12 0,1% (thé tich/thé tich) dén 30% (thé tich/thé tich).

Dung mdi dugc dung trong budc nay khong bi giéi han mot cach cu thé mién
1a n6 tro voi phan ng, va bao gém diclometan, axetonitril, ruou cdn (etanol,
isopropanol, trifloetanol, v.v.), nuéc, va hén hop cua né. Nhiét d6 phan Gmg t6t hon
la trong khoang tur, vi du, 10°C dén 50°C, t6t hon nira 13, trong khoang tir 20°C dén
40°C, va tét nhat 13, trong khoang tir 25°C dén 35°C.

Thoi gian phan tng co thé thay doi phu thudc vao loai bazo st dung va nhiét
dd phan ung, va thich hop la trong khoang tir 0,1 phut dén 24 gio néi chung, va tét
hon 1a trong khoang tir 1 phut dén 5 gio.

Trong hop chét (II), hop chét c6 cong thirc chung (Ila) dudi day (sau day goi
12 hop chét (I1a)), trong d6 n 1a 1 va L 12 nhom (IV), ¢6 thé duoc san xuat theo quy

trinh sau day.
[Cong thire 9]
chét mang rén nhom lignkét | ()
O._BF
J
(I1a) T
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trong d6 BY, T, nhom lién két va chit mang ran c6 nghia gidng nhu duge xac dinh

trén day.

Budc 1:

Hop chat dugc thé hién béi cong thirc chung (V) dudi day duge cho phan ing
v6i thc nhan axyl héa dé tao thanh hop chéit duoc thé hién bai cong thirc chung (VI)
dudi day (sau day duoc goi la hop chat (VI)).
[Cong thirc 10]

k[oj/sp
N

|
T

\

9]
°r°
N
T

(V) (V1)

trong d6 BF, T va nhom lién két co nghia giéng nhu duoc xac dinh trén day; va ,
R* 1a hydroxy, halogen, nhém carboxyl hodc amino.

Budc nay co thé duoc thuc hién bz‘“lng cac quy trinh da biét dé dua vao cac
nhém lién két, bang cach sir dung hop chét (V) 1am nguyén liéu ban dau.

Cu thé, hop chét duoc thé hién boi cong thirc chung (VIa) dudi day c6 thé duge
san xuit bang cach thuc hién phwong phép da biét dé este hoa, sit dung hop chat (V)
va anhydrit sucxinic.

[Cong thirc 11]

O
HONO
O O:]/BP
N
+
(VIa)
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trong d6 Bf va T ¢6 nghia gidng nhu dugc xac dinh trén day.

Budce 2:

Hop chit (VI) dwgc cho phan tmg véi chét mang ran bang cach sir dung tac
nhan ngung tu hodc twong tu dé tao thanh hop chit (11a).
[Cong thuc 12]

o

h i N
T T

(VI (112a)

trong d6 BF, R%, T, nhom lién két va chét mang rén c6 nghia giéng nhur dwoc xéc dinh
trén day.

Budc nay c6 thé duge thuc hién bang cach st dung hop chét (VI) va chit mang
rén theo quy trinh da biét 1am phan Gmg ngung tu.

Trong hop chét (II), hop chit duoc thé hién boi cong thic chung (Ila2) dudi
day trong d6 n 1a tir 2 dén 99 (t6t hon 1a s& nguyén x4c dinh 1a 16 dén 35, 16 dén 25,
hodc 16 dén 23, tot hon 1a 19 hodc 20) va L 1a nhém duge thé hién béi cong thire
chung (IV) co thé duoc san xuit bang cach sir dung hop chét (Ia) 1am nguyén liéu
ban dau va lip lai buéc A va bude B cua phuong phap san xuit PMO dugc md ta

trong ban mé ta trong mot sO 1an mong mudn.
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[Cong thie 13]

chét mang ran nhém lign két B 0O i
O:(BP
N
R2
SNB—0
R P
] o |y K[oj/s
h
(I Ta2) T

trong d6 BP, R, R3, T, nhom lién két va chit mang ran c6 nghia giong nhw dwoc xac
dinh trén day; va,

n' bﬁng tir 1 dén 98 (trong phuong an cu thé, n’ 13, vi du, 1 dén 34, 1 dén 24, 1 dén
23,1dén22,1dn21,1dn 20,1 dén 19, 1 dén 18, 1 dén 17, 1 dén 16, 1 dén 15).

(2) Bu6c B

Hop chét (IIT) dwgc cho phan ting véi hop chat monome morpholino véi sy ¢6
mit ctia bazo dé tao thanh hop chat dwoc thé hién bdi cong thirc chung (VII) dudi day
(sau day dugc goi 1a hop chat (VID)):
[Cong thirc 14]

L (o] L o)
o._B° ) o._B°F
]/ hop chit monnome morpholino ]/
2
R
R3

N rR2. N
p o “N-P o
3 o _FP R4 o _BF
h-1 :r n-1 j/
N , N
(111) H RN-p-0
R 5 H:OJ/BP

(VII)

trong d6 BF, L, n, R% R3 va T c6 nghia giéng nhu dugc x4c dinh trén day.
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Buéc niy ¢6 thé duoc thuc hién bing cach cho hop chét (IIT) phan tmg v6i hop
chit monome morpholino vé&i sy ¢ mat ciia bazo.

Hop chit monome morpholino bao gém, vi dy, cac hop chét duogc thé hién boi
cong thirc chung (VIII) dudi day:
[Cong thuc 15]

cl
2 ]
stN—||3:o
R 0o
"
h
i

(VIITI)

trong d6 BY, R%, R? va T c6 nghia gidng nhu duge x4c dinh trén day.

"Bazo" c¢6 thé duoc st dung trong budc nay bao gém, vi du,
diisopropyletylamin, trietylamin va N-etylmorpholin. Luong bazo duoc st dung
thich hop 13, vi du, trong khoang tir 1 mol dwong luong dén 1000 mol duong lwong
cho 1 mol hop chét (III), tot hon 13, 10 mol dwong lugng dén 100 mol dwong cho 1
mol hop chat (IID).

Hop chit monome morpholino va bazo ma c6 thé dugc sir dung trong budc
nay cling co thé dwoc st dung 1am chét pha lodng v6i dung méi thich hop & nong do
12 0,1% dén 30%. Dung moi khong bi giéi han mot cach cu thé mién 1a nd tro véi
phan tng, va bao gém, vi du, N,N-dimetylimidazolidon, N-metylpiperidon, DMF,
diclometan, axetonitril, tetrahydrofuran, hoac hdn hop ctia né.

Nhiét d6 phan tmg tét hon 1a trong khoang tir, vi dy, 0°C dén 100°C, va t6t hon
ntta la, trong khoang tir 10°C dén 50°C.

Thoi gian phén Gng co6 thé thay ddi phu thudc vao loai bazo dugc sir dung va
nhiét do phan Umg, va thich hgp 1a trong khoang tir 1 phut dén 48 gio néi chung, va

t6t hon 1a trong khoang tir 30 phit dén 24 gid.
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Ngoai ra, sau khi hoan thanh budc nay, tic nhan axyl hoa c6 thé duoc thém
vao, néu cAn. "T4c nhan axyl héa" bao gf”)m, vi du, anhydrit axetic, axetyl clorua va
anhydrit phenoxyaxetic. Tac nhan axyl héa cling ¢ thé duoc st dung 1am, vi du, chat
pha lodng v6i dung méi thich hop & ndng dd 1a 0,1% dén 30%. Dung mdi khong bi
gi6i han mot cach cy thé min 1a n6 12 tro d6i véi phan tmg, va bao gdm, vi du,
diclometan, axetonitril, tetrahydrofuran, rugu con (etanol, isopropanol, trifloetanol,
v.v.), nuée, hodc hon hop cua nd.

Néu cén, bazo nhu pyridin, lutidin, collidin, trietylamin, diisopropyletylamin,
N-etylmorpholin, v.v. cling co thé duoc st dung phbi hop véi tac nhan axyl héa.
Luong tac nhan axyl hoa duge stir dung t6t hon 1a nam trong khoang tit 0,1 mol duong
luong dén 10000 mol duong lugng, va tot hon nira 1a trong khoang tir 1 mol duong
luong dén 1000 mol duong lugng. Luong bazo dugc sir dung thich hop 1a trong
khoang tir, vi du, 0,1 mol duong lwgng dén 100 mol duong lugng, va t6t hon nita la
trong khoang tir 1 mol duwong luong dén 10 mol duong luong, cho 1 mol tic nhan
axyl hoa.

Nhiét d0 phan Gng trong phan (mg nay t5t hon 13 trong khoang tr 10°C dén
50°C, tot hon nita 13, trong khoang tir 10°C dén 50°C, t6t hon nhiéu nita 13, trong
khoang tir 20°C dén 40°C, va tot nhét 14, trong khoang tir 25°C dén 35°C. Thoi gian
phan mg co thé thay ddi phu thudc vao loai tdc nhan axyl hoa dugc str dung va nhiét
d6 phan tmg, va thich hop 1a trong khoang ti 0,1 phut dén 24 gid néi chung, va tot
hon 12 trong khoang tir 1 phut dén 5 gio.

(3) Budc C:
Trong hop chét (VII) duoc tao ra trong bude B, nhom béo vé duge loai bo bﬁng
cach str dung tac nhan khir bdo vé dé tao thanh hop chit duoc thé hién boi cong thire

chung (IX).
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[Cong thirc 16]

H e}
K[ j/ K[Oj/Base
‘T‘ ra. N
II R3'N_‘II:I, 0
RY O KE ]/ ) nk[oj/Base

VI1T) (1X)

trong d6 Base, B®, L, n, R%, R> va T ¢6 nghia gidng nhu dugc xéac dinh trén day.

Budc ndy c6 thé duge thuc hién bang cach cho hop chét (VII) phan tmg véi
tac nhan khir bao vé.

"T4c nhan kht bao vé" bao gém, vi du, nudc amoniac ddm dac va metylamin.
"T4c nhan khtr bao vé&" dugc ding trong budc nay cling co thé duge sit dung 1am chat
pha lodng v&i, v/ du, nuGe, metanol, etanol, rugu isopropylic, axetonitril,
tetrahydrofuran, DMF, N,N-dimethylimidazolidon, N-metylpiperidon, hodc hdn hop
cua cac dung moi ndy. Trong s6 cac chit nay, uu tién 1a etanol. Luong tic nhin khir
bao vé duoc st dung thich hop 1a, vi dy, nam trong khoang tir 1 mol duong lugng dén
100000 mol duwong lugng, va t6t hon 13 trong khoang tr 10 mol duwong luong dén
1000 mol duong lugng, cho 1 mol cua hop chat (VII).

Nhiét dd phan ung thich hop 13, vi du, nam trong khoang tir 15°C dén 75°C,
t6t hon 13, trong khoang tir 40°C dén 70°C, va tt hon nita 14, trong khoang tir 50°C
dén 60°C. Thoi gian phan tng dé khir bao vé c6 thé thay d6i phu thudc vao loai hop
chét (VII), nhiét 6 phan tmg, v.v., va thich hop la trong khodng tir 10 phut dén 30

gidy, t6t hon 1a 30 phut dén 24 gio, va tot hon nira la trong khoang tir 5 gios dén 20 gio.
(4) Buéc D:

PMO (I) dugc san xuét bang cach cho hop chét (IX) dugc tao ra trong bude C

phan mg véi axit:
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[Cong thirc 17]
. T
K[Oj/Base
R2 - =
Rs\,N— —0 R —O
B Jn KEO]/Base L R 0 In K[Oj/Base
N N
T H

(1)

H_

=U0-=
2
\/

O

(1X)

trong d6 Base, n, R?, R* va T ¢6 nghia gidng nhu dugc xac dinh trén day.

Budc nay c6 thé dwgc thuc hién bang cach thém axit vao hop chat (IX).

"Axit" ¢6 thé duge st dung trong budc nay bao gém, vi du, axit tricloaxetic,
axit dicloaxetic, axit axetic, axit phosphoric, axit clohydric, v.v.. Luong axit dugc st
dung dugc st dung mot cach thich hop dé cho phép dung dich c6 d6 pH trong khoang
tir 0,1 dén 4,0, vi du, va t5t hon nita 13, trong khoang tir pH 1,0 d&én 3,0. Dung méi
khong bi gidi han mot cach cu thé mién 13 n6 tro véi phan g, va bao gém, vi du,
axetonitril, nuéc, hodc hdn hop clia cac dung moi cta chung.

Nhiét d6 phan tmg tdt hon 12 nim trong khoang tir 10°C dén 50°C, tot hon la
trong khoang tir 20°C dén 40°C, va t6t hon nita 13, trong khoang tir 25°C dén 35°C.
Thoi gian phan tmg @& khir bao vé ¢6 thé thay ddi phu thude vao loai hop chat (IX),
nhiét do phan tmg, v.v., va thich hop 13 nim trong khoang tir 0,1 phut dén 5 gio, tot
hon 14 1 phtt dén 1 gid, va t6t hon nita 1 trong khoang tir 1 phut dén 30 phut.

PMO (1) ¢6 thé thu duoc bang cach cho hdn hgp phan tng thu dugc trong budce
nay vao cac phuong phap tach va tinh ché thong thuong nhu chiét, cd dic, trung hoa,
loc, tach bing ly tam, két tinh lai, sic k¥ cot pha dao sir dung Cs dén Cis, sac ky cot
trao ddi cation, sac ky cot trao dbi anion, sic ky cot loc gel, sdc ky 16ng hiéu nang
cao, thim tach, siéu loc, v.v., riéng 1& hodc & dang phéi hop cia cac phuong phap nay.
Do do6, PMO (I) mong mudn c6 thé duoc phan tach va tinh ché (xem, vi du, WO
1991/09033).
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Trong qua trinh tinh ché PMO (I) bing cach st dung séc ky pha déo, v du, hon
hop dung dich 20 mM trietylamin/dém axetat va axetonitril c6 thé dugc str dung 1am
dung mo6i rra giai.

Trong qua trinh tinh ché PMO (I) bang cach sir dung sac ky trao dbi ion, vi du,
hdn hop dung dich cia dung dich nude mubi 1 M va dung dich nuéc natri hydroxit
10 mM c6 thé duoc sir dung 1am dung moi rira giai.

Peptit axit nucleic 1a oligome d6i nghia theo sang ché c6 nhom dugc thé hién
bang cong thirc chung sau day lam don vi cAu tric:

[Cong thite 18]

Base
e
N

1

O

trong d6 Base c6 nghia gidng nhu duoc xac dinh trén day.

Caéc peptit axit nucleic c6 thé duge diéu ché bang cach tham khéo 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)
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Trong oligome d8i nghia theo séng ché, dau 5' c6 thé 1a nhém bét ky trong s
c4c nhom duoc thé hién boi cong thire héa hoc tir (1) dén (3) dusi day, va tot hon 1a
(3)-OH.

[Cong thirc 19]

OYO\/\O/\/O\/\OH

»
N CHs N cH,
O=[?—N\ O:E?_N\CH
) CHs o 3 OH
(1) (2) (3)

Duéi day, cac nhom dugc thé hién boi (1), (2) va (3) trén day dugc goi la
"Nhém (1)," "Nhém (2)" va "Nhom (3)," twong Gmg.

Oligome d6i nghia theo sng ché c6 thé bao gdm hop chat c6 nguyén tir
phospho tinh khiét quang hoc vé& mit héa hoc 1ap thé vi nguyén tir phospho cua gbc
lién két phosphat dong vai tro 1a tam bét ddi xtng. Nguoi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay co thé thu duoc cac dang c6 hoat tinh quang hoc tinh khiét tir cac
hdn hop chit ddng phan (W02017/024264). Oligome d6i nghia theo sang ché c6 thé
duoc téng hop & dang c6 hoat tinh quang hoc tinh khiét. Nguoi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay co thé thu dugc cac dang c6 hoat tinh quang hoc tinh khiét
béng cach kiém soat cac phan ung téng hop (cong bd don chua xét nghiém cua Nhat

Ban s6 2018-537952).

2. Oligome d6i nghia duoc lién hop voi peptit

Oligome d61 nghia theo sang ché c6 thé tao thanh phirc véi peptit chic ning
nham muc dich cai thién hiéu qua (vi du, peptit thAm qua mang nham cai thién hiéu
qud phan phdi dén cic té bao dich) (WO2008/036127, WO02009/005793,
WO02012/150960, WO2016/187425, 'WO02018/118662,  WO2018/118599,
W02018/118627, J. D. Ramsey, N. H. Flynn, Pharmacology & Therapeutics 154, 78-
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86 (2015), M. K. Tsoumpra et al., EBioMedicine,
https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2019.06.036). Vi tri lién hop khong bi gi6i han mot
cach cu thé. Tét hon, néu diu 5’ hoic 3’ ctia oligome dbi nghia dugc két ndi (lién
hop) véi dau tan cling amino hodc dau tan cung carboxyl cua peptit chirc nang.

Lam mot phwong an khéc, oligome d6i nghia theo sang ché va peptit chirc ning
¢6 thé tao thanh phirc hop (lién hop) théng qua nhom lién két. Nhém lién két khong
bi gidi han mot cach cu thé. Tét hon, néu dau 5° hoic 3’ cua oligome dbi nghia duoc
két ndi v6i mot dau cua nhom lién Kkét trong khi dau tan cung amino hodc dau tan
cung carboxyl cla peptit chitc ndng duge két néi voi ddu kia cua nhom lién két. Axit

amin b sung c6 thé ton tai gifta peptit chirc nang va nhém lién két.

3. Dwoc pham

Oligome ddi nghia theo sang ché, ngay ca khi chiéu dai ctia n6 13 ngin so voi
oligome d61 nghia trong giai phéap k¥ thuat da biét, c6 thé gy ra su bd qua exon 50
véi hiéu qua cao. Oligome d6i nghia theo sang ché c6 kha ning hoa tan tuyét voi
trong khi van duy tri hoat tinh dé gay ra s bo qua exon 50 v6i hiéu qua cao. Do do,
mong doi ré“mg c4c tinh trang loan dudng co co thé dugc cai thién vé6i hidu qua cao
bang céch sir dung oligome d6i nghia theo sing ché cho nhing dbi tuong mic DMD
co dot bién ma chiu trach nhiém cho su bé qua exon 50 (vi du, dot bién dich chuyén
khung va dot bién sai nghia/dot bién v6 nghia & exon 50) trong gen dystrophin. Do
d6, mong doi réng c4c tinh trang loan dudng co co6 thé duoc cai thién voi hidu qua
cao bang cach si dung oligome d6i nghia theo sang ché, vi du, it nhét 1a d6i véi dbi
tuong méc DMD c6 gen dystrophin dot bién duoc xac dinh trude co su x6a bo mot
exon ¢ ving 1an can cta exon 50. Gen dystrophin dot bién duoc xac dinh trudc nghia
la gen dystrophin c0 it nhit mot dot bién dich chuyén khung giy ra do x6a mdt exon
trong ving lan cén ctia exon 50 va trong d6 khung doc axit amin dwoc hiéu chinh
bang cach bo di (bé qua) exon 50. Vidu vé dbi twong c6 gen dystrophin dot bién duoc
xac dinh truéc nhu vy bao gdm ddi tugng méc DMD ¢6 d6t bién dich chuyén khung

gy ra boi sy x6a bo cac exon 51, 51-53, 51-55, 51-57, v.v..
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Cu thé hon, mong doi r?mg cé4c tinh trang loan dudng co co thé duoc cai thién
v6i hiéu quéa cao bang cach sir dung duoc pham chia oligome d6i nghia theo sang
ché cho déi tuong mic DMD, nhitng ngudi c6 dot bién chuyén héa thanh trong khung
béng cach bd qua exon 50, vi duy, dbi trong co sy x6a bd exon 51, dbi tuong co su
x6a bd exon 51-53, d6i tugng co su x6a bd exon 51-55, d61 twong c6 su x6a bd exon
51-57, vav.v.). Vi dy, khi duoc phém chra oligome dbi nghia theo sang ché duoc s
dung, cac hidu qua didu tri gidng nhu vy c6 thé dat duoc tham chi ¢ liéu nho hon
lidu ctia cac oligome trong giai phéap k¥ thuat da biét. Do d6, céc tic dung phu c6 thé
duoc giam nhe va diéu nay 1a c6 hiéu qua kinh té.

Oligome dbi nghia theo sang ché ciing hiru ich trong viéc bao ché duoc pham
vi oligome ddi nghia c6 kha ning hoa tan tuyét voi trong khi van duy tri hoat tinh dé
gy ra su bo qua exon 50 v6i hiéu qua cao.

Theo phuong an khéc, sang ché d& xuét dugc phim dé diéu tri chimg loan
dudng co, chira oligome d6i nghia theo sing ché 1am thanh phan hoat tinh, mudi dwoc
dung hodac hydrat ciia n6 (sau day dugc goi 1a "duoc phim theo sang ché").

Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri chiing loan dudng co, bao
gbm viéc sir dung cho d6i twong mic DMD oligome d6i nghia theo sang ché.

Trong phwong phép diéu tri ndy, oligome d6i nghia theo sang ché c6 thé dwoc
dung trong dugc pham dé diéu tri chimg loan dudng co.

Ngoai ra, sang ché dé xuét viéc s dung oligome ddi nghia theo sang ché dé
san xudt duge phdm dé didu tri ching loan dudng co va oligome d6i nghia theo sang
ché duoc st dung dé diéu tri ching loan dudng co.

Céc vi du vé& mudi duoc dung ciia oligome d6i nghia theo sang ché duoc chira
trong dugc phim theo sang ché bao gdm cac mudi ciia kim loai kiém nhu mudi natri,
mudi kali va muéi lithi; c4c mubi cua kim loai kiém thé nhu mudi canxi va mudi
magie; cac mubi cua kim loai nhu mudi nhom, mubi sat, mudi kém, mudi déng, mubi
niken, mudi coban, v.v.; mubi amoni; cac mudi amin hiru co nhw mubi t-octylamin,
mudi dibenzylamin, mubi morpholin, mudi glucosamin, mudi phenylglyxin alkyl este,

mubi etylendiamin, muoi N-metylglucamin, mudi guanidin, muoi dietylamin, mudi
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trietylamin, mudi dixyclohexylamin, mubi N, N'-dibenzyletylendiamin, mubi
cloprocain, mudi procain, mudi dietanolamin, mubi N-benzylphenetylamin, mudi
piperazin, mudi tetrametylamoni, mubi tris(hydroxymetyl)aminometan; cac mubi
hydrohalogenua nhu mudi cua axit flohydric, mudi hydroclorua, mudi hydrobromua
vamubi hydroiodua; mudi cia axit vo co nhu mudi nitrat, mudi perclorat, mudi sulfat,
mudi phosphat, v.v.; céc alkan sulfonat thAp nhu mubi metansulfonat, mubi
triflometansulfonat va mudi etansulfonat; mudi arylsulfonat nhw mudi benzensulfonat
va mubi p-toluensulfonat; cac mubi cia axit hitu co nhu mudi axetat, mudi malat,
mubi fumarat, mudi sucxinat, mudi xitrat, mudi tartrat, mudi oxalat, mubi maleat,
V.V.; Va cac mudi cua axit amin nhu mubi glyxin, mubi lysin, mubi arginin, mudi
ornithin, mudi cua axit glutamic va mubi clia axit aspartic. Cac mubi nay c6 thé duoc
diéu ché bang cac phuong phap di biét. Theo cach khéc, oligome d6i nghia theo sang
ché duoc chira trong dugc pham theo sing ché c6 thé ¢ dang hydrat ctia no.

Puong dung duogc pham theo sang ché khong bi giéi han mdt cach cu thé mién
1a n6 1a duong dugc dung dé str dung, va c6 thé duoc chon phu thudc vao phuong
phéap diéu tri. Xét dén viéc dé dang phan phéi dén cac mé co, dugc wu tién 1a dung
trong tinh mach, dung trong ddng mach, dung trong co, ding dudi da, dung qua dudng
miéng, dung cho md, dung qua da, v.v.. Ngoai ra, cic dang lidu dung kha thi cho ché
phém theo sang ché khong bi gidi han mot cach cu thé, va bao gém, vi du, cac dang
tiém khac nhau, cac tic nhan dung dudng miéng, cac thudc nho, cac dang xong hit,
cac thubc md, cac thudc xuc, v.v..

Trong viéc dung oligome a6i nghia theo sang ché cho d6i twong méc ching
loan dudng co, dugc pham theo sdng ché c6 thé bao gdm chét mang dé thuc diy su
phan phdi oligome dén cac mé co. Chat mang nay khong bi giéi han mot cach cu thé
mién 12 n6 13 duge dung, va céc vi du bao gém cac chat mang cation nhu liposome
cation, polyme cation, v.v., hodc cac chét mang st dung vo virut. Cac vi du cac
liposome cation 14, vi du, cac liposome chira 2-O-(2-dietylaminoetyl)carabamoyl-1,3-
O-dioleoylglyxerol va cac phospholipit 1am cac hop phan chinh (sau day duoc goi 1a
"liposome A"), Oligofectamine (nhan hiéu di dang ky) (Invitrogen Corp.), Lipofectin
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(nhdn hiéu da dang ky) (Invitrogen Corp.), Lipofectamine (nhan hi€u da dang ky)
(Invitrogen Corp.), Lipofectamine 2000 (nhan hiéu da ding ky) (Invitrogen Corp.),
DMRIE-C (nhan hiéu di dang ky) (Invitrogen Corp.), GeneSilencer (nhan hi¢u da
ding ky) (Gene Therapy Systems), TransMessenger (nhdn hi¢u da dang ky)
(QIAGEN, Inc.), TransIT TKO (nhan hi¢u da dang ky) (Mirus) va Nucleofector IT
(Lonza). Trong s6 cic chat khac, liposome A 1a dugc wu tién. Vi du vé cac polyme
cation bao gom JetSI (nhan hiéu da dang ky) (Qbiogene, Inc.) va Jet-PEI (nhdn hiéu
da dang ky) (polyetylenimin, Qbiogene, Inc.). Vi du vé cac chat mang sir dung vo
virut bao gdbm GenomeOne (nhdn hiéu d3 dang ky) (HVJ-E liposome, Ishihara
Sangyo). Theo cach khéc, cac thiét bi y t& duoc md ta trong patent Nhat Ban sd
2924179 va céc chét mang cation dugc mo ta trong cong b6 lai don trong nudc Nhat
Ban cia cac don PCT s6 2006/129594 va 2008/096690 ciing ¢ thé dugc st dung.

Pé c6 thong tin chi tiét hon, patent M¥ s6 4,235,871, patent M§ s6 4,737,323,
W096/14057, “New RRC, Liposomes: A practical approach, IRL Press, Oxford
(1990) pages 33-104”, v.v. c6 thé dugc tham khao.

Nong do cua oligome ddi nghia theo séng ché chira trong dwoc pham theo sang
ché co thé thay dbi phu thude vao loai chét mang, v.v., va theo mot phuong an, thich
hop 1a trong khoang tir 0,1 nM dén 100 pM, 5t hon 1a trong khoang tir 100 nM dén
10 pM. Ty 18 khéi lugng ctia oligome d6i nghia theo sang ché chira trong duoc pham
theo sang ché va chat mang (chat mang/oligome ddi nghia theo séng ché) c6 thé thay
ddi phu thudc vao déc tinh cua oligome, loai chét mang, v.v., va thich hop la trong
khoang tir 0,1 dén 100, t5t hon 1a trong khoang tix 0,1 dén 10.

Duoc phim theo sang ché ciing c6 thé & dang dung dich chira nuéc. Trong
trudng hop ndy, duge pham theo sang ché ¢c6 thé chira oligome ddi nghia theo sang
ché & ndng do tir 2,5 dén 500 mg/mL, 5 dén 450 mg/mL, 10 dén 400 mg/mL, 15 dén
350 mg/mL, 20 dén 300 mg/mL, 20 dén 250 mg/mL, 20 dén 200 mg/mL, 20 dén 150
mg/mL, 20 d&n 100 mg/mL, 20 dén 50 mg/mL, 20 dén 40 mg/mL, 20 dén 30 mg/mL,
23 dén 27 mg/mL, 24 dén 26 mg/mL, hodc 25 mg/mL. Theo céch khéc, dugc phém

theo sang ché c6 thé chira oligome d6i nghia theo sang ché & ndng d6 tir 10 dén 100
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mg/mL, 15 dén 95 mg/mL, 20 dén 80 mg/mL, 25 dén 75 mg/mL, 30 dén 70 mg/mL,
35 dén 65 mg/mL, 40 to 60 mg/mL, 45 dén 55 mg/mL, 47 dén 53 mg/mL, 48 dén 52
mg/mL, 49 @én 51 mg/mL, hodc 50 mg/mL.

Duoc phim theo sang ché co thé ¢ dang kho. Trong trudng hop nay, dé bao
ché duoc pham theo sang ché ¢ dang dung dich nuéc, duge phim theo sang ché &
dang kho bao gom, vi du, 125 mg hodc 250 mg oligome d6i nghia theo sang ché &
dang kho co thé duoc tron v6i 0,5 mL dén 100 mL nude (twong Gmg v6i oligome dédi
nghia theo sang ché & nong d6 1,25 mg/mL dén 250 mg/mL hoic 2,5 mg/mL dén 500
mg/mL), t5t hon 12 v6i 1 mL dén 50 mL nudc (twong tmg voi oligome d6i nghia theo
sang ché & ndng d6 2,5 mg/mL dén 125 mg/mL hodc 5 mg/mL dén 250 mg/mL), tot
hon nita 1a v6i 5 mL dén 10 mL nuéc (twong Ung véi oligome d6i nghia theo sang
ché & néng do 12,5 mg/mL dén 25 mg/mL hoic 25 mg/mL dén 50 mg/mL) va duoc
st dung.

Ngoai oligome d61i nghia theo sang ché va chit mang duoc mo ta trén day, cac
chét phu gia dugc dung ciing c6 thé tuy y dugc dua vao dang bao ché cua dugc pham
theo sang ché. Cac vi du vé céc chat phu gia nay 1a céc chét hd trg nhil hoa (v du, cac
axit béo ¢6 6 dén 22 nguyén tir cacbon va cc mudi dugc dung cia ching, albumin
va dextran), cac chit 1am 6n dinh (vi du, cholesterol, axit phosphatidic, sucroza,
mannitol, sorbitol va xylitol), cac chét 1am déng truong (vi du, natri clorua, glucoza,
maltoza, lactoza, sucroza, trehaloza, mannitol, sorbitol va xylitol), va céc chit diéu
chinh d6 pH (v du, axit clohydric, axit sulfuric, axit phosphoric, axit axetic, natri
hydroxit, kali hydroxit va trietanolamin). Mot hoac nhidu c4c chét phu gia ndy ¢ thé
dugc st dung. Ham luwong cua chat phu gia trong dugc pham theo sang ché thich hop
14 90% khéi lugng hodc nhé hon, tt hon 1a 70% khéi luong hoic nhé hon va tdt hon
nita 13, 50% khdi lwong hodc nhé hon.

Dugc pham theo sédng ché c6 thé duge bao ché biang cach thém oligome abi
nghia theo sang ché vao dich phan tin chét mang va khudy hdn hop mot céch thich
hop. Cac chit phu gia c6 thé duogc thém vao & budce thich hop trude hodc sau khi thém

oligome ddi nghia theo sang ché. Khi duoc pham theo séng ché & dang dung dich
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nude, dung mdi chira nudce cod thé duoc str dung trong khi thém oligome d6i nghia
theo sang ché khong bi giéi han mdt cach cu thé mién 13 n6 1a duoc dung, va cac vi
du vé dung moi chura nudce bao gém nudc tiém duoc hodc nude cAt tiém duoc, chat
long dién ly nhu nudce mubi sinh ly, v.v., va dich duong nhu dich dudng glucoza, dich
duong maltoza, v.v.. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé chon lwa mot
cach thich hop céac diéu kién vé pH va nhiét 36 cho muc dich nay.

Duoc phém theo sang ché c6 thé dugc bao ché thanh, vi du, dang 16ng va dang
bao ché dong kho cua né. Theo mot phuong an vé duoc phém theo sang ché & dang
kho, dang bao ché dong kho c6 thé duoc tao ra bang cach lam dong kho dugc phidm
theo sang ché & dang 1ong theo cach thong thudng. Viée dong khd co thé duoc thuc
hién, vi du, bing cach tiét tring mot cach thich hop dugc phim theo sang ché ¢ dang
16ng, phan tan cac phan vio thiét bi chtra dang lo, tién hanh 1am dong lanh so bo trong
2 gitr & cac didu kién khoang -40 dén -20°C, tién hanh lam kho so bd ¢ khoang 0 dén
10°C trong diéu kién 4p sudt giam, va sau d6 tién hanh 1am kho tht cap & khoang 15
dén 25°C trong 4p sut giam. Nhin chung, sau do, dang bao ché dong kho ctia dugc
pham theo sdng ché c6 thé thu dugc bang cach thay thé khi trong lo bang khi nito va
d6ng nap lo.

Dang bao ché dong kho ciia dugc pham theo sang ché no6i chung c6 thé duoc
st dung trén co s¢ hoan nguyén bang cach thém dung dich thich hop tuy ¥ (chat 1ong
hoan nguyén) va hoa tan lai dang bao ché. Chét 1ong hoan nguyén nhu vay bao gdbm
nuée tiém duoc, mudi sinh 1y va céc chét long dé truyén khac. Thé tich chit 1ong
hoan nguyén co thé thay d6i phu thudc vao ¥ dinh st dung, v.v., khong bi gii han
mét cach cu thé, va thich hop 1a 16n hon tir 0,5 dén 2 14n so véi the tich truée khi
dong kho hoac khong 16n hon 500 mL.

Mong mubdn 1a kiém soét lidu dung dwoc pham theo sang ché, bang cach xem
xét cac yéu t6 sau: loai va dang lidu ddng cua oligome ddi nghia theo sang ché dugc
chira trong duogc phém; cac tinh trang cua dbi teong bao gém tudi, thé trong, v.v.;
duong dung; va cac dac tinh va mirc do cua bénh. Liéu dung hang ngay dugc tinh

toan dudi dang lwong oligome dbi nghia theo séng ché thuong trong khoang tir 0,1
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mg dén 10 g/ngudi, va t6t hon 13 1 mg dén 1 g/ngudi. Khodng tri s6 nay d6i khi co
thé thay dbi phu thudc vao loai bénh dich, duong dimg va phan tir dich. Do d6, liéu
dung nho hon khoang nay c6 thé du trong mét sb trudng hop va nguoc lai, lidu ding
cao hon khoang nay déi khi c6 thé dugc yéu cau. Duoc phim c6 thé dugc dung tir
mot dén vai 1an mot ngay hoic & cac khodng cach tir mot ngay dén vai ngay.

Theo phuong an khac cua dugc phim theo sang ché, @& xuét dugc pham chira
vecto ¢6 kha nang biéu hién oligonucleotit theo sdng ché va chat mang duoc mo ta
trén day. Vecto biéu hién nhu vay co6 thé 1a vecto c6 kha ning biéu hién nhiéu
oligonucleotit theo sang ché. Duoc pham c6 thé dugc bao ché vdi cac chat phu gia
duoc dung nhu trong truong hop véi duoc phim theo sang ché chira oligome d6i
nghia theo sang ché. Ndng d6 cia vecto biéu hién chira trong dugc phim c6 thé thay
dbi phu thugc vao loai chét mang, v.v., va theo m{t phuong an, thich hop 1a trong
khoang tir 0,1 nM dén 100 pM, t6t hon 1a trong khoang tir 100 nM dén 10 pM. Ty 18
khdi luong cia vecto biéu hién va chit mang chira trong dugc phém (chit mang/vecto
biéu hién) c6 thé thay doi phu thudc vao déc tinh cua vecto biéu hién, loai chét mang,
v.v., va thich hop la trong khoang tur 0,1 dén 100, &t hon 13 trong khoang tir 0,1 dén
10. Ham lwong chat mang chira trong duge phim 13 giéng nhu trong trudng hop duge
pham theo sang ché chira oligome ddi nghia theo sang ché, va phuong phap dé san
xuét 12 giéng nhu trong trudng hop véi duge pham theo sang ché.

Dudi day, sang ché s& duoc md ta cu thé hon ¢6 tham chiéu dén cac vi du va
cac vi du thir nghiém duéi day, nhung khong duoc coi 1a bi gidi han ¢ nhimg vi du

nay.

Vi du thuc hién sang ché
Vi du 1: San xuét oligome d6i nghia

Theo phuong phap duge mo ta trong WO2013/100190, cac oligome d6i nghia
dwoc néu trong Bang 1 (PMO sé 1 dén 7 (SEQ ID NO: 2 dén 8)) ma nhm dich trinh
tu bazo mot phan ciia exon 50 va/hodc intron 3’ 1ién ké ctia né (intron 50) trong gen

dystrophin ctia nguoi duoc téng hop. Chiéu dai day di ctia mdi oligome d6i nghia 1a
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tir 19 dén 21 mer. Gia tri Iy thuyét ciia khdi lwong phan tir ctia mdi oligome d6i nghia
va gid tri phat hién cta ching biang ESI-TOF-MS ciing duoc thé hién.

Vi du, trong Bang 1, "H50_109-129” thé hién ring khi bazo dau tan cing 5’
cua exon 50 trong gen dystrophin ctia nguoi dugce tinh 1a bazo thir nhét va cac bazo
xudi dong cua né theo hudng 3” dugc danh sé theo thi ty, thi oligome d6i nghia nham
dich trinh tu cta céc bazo thu 109 dén 129. Vi chidu dai day da cta exon 50 12 109
bazo, nén trinh tu cia bazo thir 110 dén 130 trong trinh tu bazo dich 1a trinh ty bazo

trong intron 50 trong vi du nay.

Béang 2
Bang 1 Céc oligome ddi nghia dugc téng hop (PMO s6 1 dén 7)

PMO | Trinh ty bazo | Ghios | Trinh ty bazo cda Khoi luong phan | SEQ ID
*° | dich @ | PMO i M0 [ prwdeesit | NO
1 Hb50_109-129 21 ATGGGATCCAGTATACTTACA | 6946,42 6946, 25 2

2 H50_110-129 20 ATGGGATCCAGTATACTTAC 6607, 30 6607, 72 3

3 Hb0_110-128 19 TGGGATCCAGTATACTTAC 6268, 18 6268, 26 4

4 H50_111-129 19 ATGGGATCCAGTATACTTA 6292, 19 6291,8 5

5 H50_107-125 19 GATCCAGTATACTTACAGG 6277, 19 6276, 75 6

6 Hb50_108-126 19 GGATCCAGTATACTTACAG 6277, 19 6277,13 7

7 H50_112-130 19 AATGGGATCCAGTATACTT 6292, 19 6292, 97 8

Vi du 2: Thir nghiém hoat tinh b6 qua exon cua oligome d6i nghia

Thir nghiém bd qua exon 50 trong gen dystrophin cua ngudi in vitro

(1) Phuong phap thtr nghiém

St dung kit Amaxa Cell Line Nucleofector L va Nucleofector II (Lonza), 0,1
dén 1 pM ctia mdi oligome ddi nghia trong bang 1 dugc chuyén nhi€ém véi 3,5 x 10°
ctia cac té bao RD (dong té bao sacém co van clia ngudi, CCL-136, dugc mua tir
ATCC)). Chuong trinh xung dugc sit dung dé chuyén nhiém 1a T-030.

Sau khi chuyén nhiém, cic té bao RD dugc nudi ciy trong ba dém trong 2 mL
mdi trudng thiét yéu tbi thiéu cia Eagle (Eagle's Minimal Essential Medium -
EMEM) (Sigma, sau day goi la nhu vay) chua 10% huyét thanh bao thai bo (fetal

bovine serum -FBS) (Invitrogen) trong diéu kién 37°C va CO2 5%.
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Céc té bao RD da dwoc chuyén nhidm duoc rira mot 1an bang PBS (Nissui,
dudi diay goi 1a nhu vay) va 350 pL dém RA1 (Takara Bio Inc.) chita 1% 2-
mercaptoetanol (Nacalai Tesque, Inc.) dugc bd sung vao céc té bao ndy. Sau khi céc
t& bao dwoc dé & nhiét do trong phong trong vai phit dé dung gidi cac té bao, san
phém dung giai dugc thu vao thiét bi loc NucleoSpin (nhin hidu da dang ky) (Takara
Bio Inc.). Dich déng nhét dwgc san xut bang cach ly tim & 11.000 x g trong 1 phut.
ARN tdng sb duoc chiét xuat tir cac té bao theo quy trinh duoc dinh kém voi ARN
NucleoSpin (nhén hiéu da dang ky) (Takara Bio Inc.). Nong d6 ARN tdng duoc chiét
duoc xéc dinh bang cach st dung NanoDrop ONE (Thermo Fisher Scientific Inc.).

PCR theo thoi gian thuc mét bude duge thuc hién voi 400 ng ARN téng da
chiét bing cach st dung kit PCT thoi gian thuc mot buéc QIAGEN (Qiagen) va thiét
bi chu trinh nhiét. Dung dich phan tng duoc chuan bi theo quy trinh di kém véi kit.
Thiét bi chu trinh nhiét dugc st dung 1a TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice Touch
(Takara Bio Inc.). Chuong trinh PCR thoi gian thuc dugc sir dung 13 nhu sau.

50°C, 30 phit: phan img phién ma nguoc

95°C, 15 phat: hoat hda polymeraza, v hoat transcriptaza nguoc, bién tinh
nhiét cADN

[94°C, 30 gidy; 60°C, 30 gidy; 72°C, 1 phut] x 35 chu trinh: Khuéch dai PCR

72°C, 10 phut: kéo dai lan cudi

Céc trinh ty bazo cua doan moi xudi va doan mdi nguoc dugc su dyng cho
PCT thoi gian thuc dugc dua ra dudi day.

Poan mdi xudi: 5'- AACAACCGGATGTGGAAGAG -3' (SEQ ID NO: 9)

Poan mdi nguoc: 5'- TTGGAGATGGCAGTTTCCTT -3' (SEQ ID NO: 10)

San phdm phan tmg, 1 pL PCR trén day dugc phan tich bang cach sir dung
thiét bi Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc.) va MultiNA (Shimadzu Corp.).

Mtc polynucleotit ciia soi thé hién rang exon 50 d3 bi bdo qua (mirc
polynucleotit "A") va muc polynucleotit ciia sgi thé hién rang exon 50 khong bi bo

qua (muc polynucleotit "B") dugc do dudi dang cac cudng do tin higu cua sol. Dua
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trén cac gia tri do “A” va “B” nay, hiéu qua bo qua duoc xac dinh bang phuong trinh

(1) néu trén.

(2) Cac két qua thir nghiém

Fig. 1 &én 3 cho thiy két qua vé hiéu qua bé qua exon 50 thu duge d61 v6i mdi
oligome d61i nghia. Bang 2 dén Bang 4 dué6i day cho thy gié tri cia ndng d6 hiru hiéu
(ECso) trong d6 mdi oligome dbi nghia thé hién hiéu qua bo qua ES 50%, dwoc tinh
toan tir cac két qua nay. Thir nghiém nay cho thiy rang PMO s6 1 dén 4 trong sb céac
oligome d6i nghia c6 hidu qua bo qua ES cao va gié tri ECso thip va do d6, giy ra su
b6 qua exon 50 mot cach hiéu qua.

Trong sb cac oligome d6i nghia c6 chiéu dai day do ngan téi 19 mer, nhu trong
PMO s6 3 va 4, PMO s6 5 dén 7 c6 hié¢u qua bd qua thip va gia tri ECso cao. Mirc do
chdng lap ciing 1ém giita cic trinh ty bazo dugce nhim dich béi PMO s6 3 va 4 va
PMO s6 5 dén 7. Do d6, hiéu qua ciia PMO s6 3 va 4 d6i véi viée bé qua exon 50 1a
dang ké.

Céc két qua nay da chiing minh rang oligome d6i nghia theo sang ché, ngay ca
khi chiéu dai cia né 12 ngan so véi gii phap k¥ thuat da biét, c6 thé gay ra su bo qua

exon 50 v4i hi¢u qua cao.

Bang 3
Bang 2 ECso ctia cac oligome d6i nghia (PMO s6 1 va 2)
PMO s6 ECso (1 M) ECso (12 g/ml)
1 0,45 3,12
2 0,49 3,22
Bang 4

Bang 3 ECso cta cac oligome d6i nghia (PMO s6 1,3 vad)

PMO s ECso ( 12 M) ECso( 12 g/mL)
1 0,31 2,16
3 0,45 2,82
4 0,52 3,28
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Bang 5
Bang 4 ECso cua céac oligome d6i nghia (PMO s 1, 5, 6 va 7)
PMO sb ECso (12 M) ECs (1 g/nl)
1 0,41 2,87
5 16,08 100, 99
6 3,13 9,78
7 1,23 7,75

Vi du 3: Thir nghiém kha nang hoa tan cua oligome d6i nghia

Thit nghiém kha ning hoa tan cta oligome doi nghia trong nudc muoi sinh 1y

Trong s6 cac oligome d61 nghia c6 hiéu qua bd qua ES cao trong Vi du 2, mdi
oligome d6i nghia cia PMO 62,3 va 4 ma c6 chidu dai ddy du ngin tir 19 dén 20
mer va duge tong hop thuan tién da duoc thit nghiém vé kha ning hoa tan trong nuéc

muébi sinh 1y ciia n6 dé xc minh thém tinh hitu ich cho ung dungy té.

(1) Phuong phap thtr nghiém

45 uL nuéc mubi sinh 1y duoc thém vao chai mau chira 4,5 mg mdi oligome
d6i nghia néu trén va khudy bang cach sir dung séng siéu am va xody dé chuin bi
dung dich nuéc mudi sinh Iy 100 mg/mL. Trinh tw ma khong gy ra su két tiia khi dé

& nhiét o trong phong trong 24 gio dugce danh gia 1a ¢6 do hoa tan cao.

(2) Céc két qua thir nghiém

Tht ca céc oligome d6i nghia dugc thit nghiém déu thé hién d6 hoa tan bang
hodic cao hon 100 mg/mL trong nudc mudi sinh 1y. Céc oligome d6i nghia nay 1a cac
oligome d6i nghia rAt hitu ich 1am thudc vi hiéu qua bd qua exon 50 cao cling nhu
kha nang hoa tan cao trong nudc mudi sinh 1y cia ching.

Céc két qua nay da chimg minh rang oligome ddi nghia theo séng ché ¢6 cac
dic tinh vét Iy tuyét voi 1am thude trong khi vAn duy tri hoat tinh d¢ tao ra sy bo qua

exon 50 trong gen dystrophin vé1 hi€u qua cao.
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Kha nang tmg dung trong cong nghiép

Céc két qua thir nghiém trong céc vi du thir nghiém da chiimg minh rang cac
oligome d6i nghia theo sang ché gay ra su bo qua exon 50 v6i hiéu qua cao mét cach
15 rét trong cac té bao RD. Do d6, céc oligome d6i nghia theo sang ché 1a cyc ky hitu

ich @& diéu tri DMD.

Vin ban danh muc trinh tu kém theo

SEQ ID NO: 1 dén 10: c4c axit nucleic tong hop
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YEU CAU BAO HOQ

1. Oligome d6i nghia chi chira trinh tu bazo cua SEQ ID NO: 4 hodc SEQ ID NO:
5 hodc mudi duoc dung hoic hydrat clia né, trong d6 oligome d6i nghia nay 1a (i)
oligonucleotit chira it nhat mot nucleotit c6 gdc duong dugc cai bién hoic gdc lién

két phosphat dugc cai bién, hoic (ii) oligome morpholino.

2. Oligome dbi nghia hoac mubi duoc dung hoac hydrat ctia n6 theo diém 1, trong

d6 oligome dbi nghia nay chi chira trinh ty bazo cia SEQ ID NO: 4.

3. Oligome dbi nghia hoac mubi duoc dung hoac hydrat ctia n6 theo diém 1, trong

d6 oligome ddi nghia nay chi chita trinh ty bazo cua SEQ ID NO: 5.

4, Oligome dbi nghia hodc mudi dwgc dung hodc hydrat ctia n6 theo diém 1, trong

d6 oligome d6i nghia 13 oligonucleotit.

5. Oligome d6i nghia hogc muéi duoc dung hodc hydrat ctia né theo diém 4, trong
d6 oligonucleotit chira it nhit mot nucleotit c¢6 gbc duong dugc cai bién, va trong d6
géc duong duogc cai bién la riboza trong d6 nhém 2'-OH dugc thay béng OR,R,R'OR,
SH, SR, NH,, NHR, NR,, N3, CN, F, Cl, Br, hodc I (trong d6 R 1a alkyl hodc aryl, va
R'la alkylen).

6. Oligome d6i nghia hodc mudi duge dung hodc hydrat ctia né theo diém 4, trong
do6 oligonucleotit chira it nhat mét nucleotit c6 gde lién két phosphat dugc cai bién,
va trong d6 gbc lién két phosphat duoc cai bién nay 1a lién két phosphorothioat, lién
két phosphorodithioat, lién két alkylphosphonat, lién két phosphoramidat, hodc lién

két boranophosphat.
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7. Oligome d6i nghta hoidc mudi dwgc dung hoic hydrat ctia né theo diém 1, trong

d6 oligome ddi nghia 14 oligome morpholino.

8. Oligome ddi nghia hodac mubi duoc dung hoac hydrat cia n6 theo diém 7, trong

d6 oligome ddi nghia 12 oligome morpholino phosphorodiamidat.

9. Oligome ddi nghia hodc mudi duoc dung hoac hydrat ciia n6 theo diém 7, trong
d6 dau 5' cua oligome morpholino ¢6 cong thirc héa hoc bét ky trong s6 cac cong thirc

hoa hoc tir (1) dén (3) dudi day:

OYO\/\O/\/O\/\OH

N OsNH;

[j _CH

N" GH, N

O=P=N O=R-NCh,

Q o ¢ o
(1) (2) (3)

10. Duoc ph:flm chira (i) oligome ddi nghia hoac mubi duoc dung hodc hydrat cua
n6 theo diém 1, va (i1) chét mang dugc dung, chét phu gia dugc dung, hodc dung md1

chtra nudce.
11. Duogc phém chura (1) oligome ddi nghia hoac mubi duoc dung hodc hydrat cua
né theo diém 1, va (ii) chat mang dé thiic dy sw phan phéi oligome ddi nghia dén cac

mo co.

12.  Duogc phdm theo diém 11, trong d6 chit mang 1a polyme cation.
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139

ADN

Nhé&n tao

Axit nucleic tdng hop
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ggatcccatt ctctttgge

139

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

21

ADN
Nhén tao

Axit nucleic tdng hop
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atgggatcca gtatacttac a
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<210> 3

<211> 20

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Axit nucleic tdéng hop

<400> 3

atgggatcca gtatacttac
20

<210> 4

<211> 19

<212> ADN

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Axit nucleic tdng hop

<400> 4

tgggatccag tatacttac
19

<210> 5

<211> 19

<212> ADN

<213> ©Nhéan tao

<220>
<223> Axit nucleic tdng hop

<400> 5

atgggatcca gtatactta
19

<210> 6

<211> 19

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Axit nucleic téng hop

<400> 6
gatccagtat acttacagg
19
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<210> 7

<211> 19
<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Axit nucleic tdng hop

<400> 7

ggatccagta tacttacag
19

<210> 8

<211> 19

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Axit nucleic tdng hop

<400> 8

aatgggatcc agtatactt
19

<210> 9

<211> 20

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Axit nucleic tdng hop

<400> 9

aacaaccgga tgtggaagag
20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Axit nucleic tdéng hop

<400> 10
ttggagatgg cagtttcctt
20
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