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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para modular el corte y empalme de SMN2

Antecedentes de la invencion

Moléculas de ARNm eucarioticas recién sintetizadas, también conocidas como transcritos primarios o pre-ARNm,
fabricados en el nucleo, se procesan antes o durante el transporte al citoplasma para traduccion. El procesamiento
de los pre-ARNm incluye la adicion de un capuchén metilado en 5' y una cola de poli(A) de 200-250 bases en el
extremo 3' del transcrito.

La siguiente etapa en el procesamiento del ARNm es el corte y empalme del pre-ARNm, que se produce en la
maduracién del 90-95 % de los ARNm de mamifero. Los intrones (o secuencias intermedias) son regiones de un
transcrito primario (o el ADN que lo codifica) que no estan incluidos en la secuencia de codificacion del ARNm
maduro. Los exones son regiones de un transcrito primario que permanecen en el ARNm maduro cuando alcanza el
citoplasma. Los exones se cortan y empalman juntos para formar la secuencia del ARNm maduro. Las uniones de
corte y empalme también se denominan sitios de corte y empalme y el lado 5’ de la unién a menudo se denomina el
"sitio de corte y empalme en 5™ o “sitio donante de corte y empalme” y el lado 3’ de el "sitio de corte y empalme en
3" o “sitio aceptor de corte y empalme” En el corte y empalme, el extremo 3’ del exén cadena arriba se une al
extremo 5’ del exdn cadena abajo. Por tanto, el ARN no sometido a corte y empalme (o pre-ARNm) tiene una unién
exon/intron en el extremo 5' de un intrén y una unién intron/exén en el extremo 3' de un intrén. Una vez eliminado el
intrén, los exones estan contiguos en lo que en ocasiones se denomina la unién o limite exén/exén en el ARNm
maduro. Los sitios de corte y empalme cripticos son aquéllos que se usan con menor frecuencia pero que se pueden
usar cuando el sitio de corte y empalme habitual se bloquea o no esta disponible. El corte y empalme alternativo,
definido como el corte y empalme junto con diferentes combinaciones de exones, a menudo tiene como resultado
multiples transcritos de ARNm de un solo gen.

Hasta el 50 % de las enfermedades genéticas humanas resultantes de una mutacion puntual se debe a un corte y
empalme aberrante. Dichas mutaciones puntuales pueden alterar un sitio de corte y empalme actual o crear un
nuevo corte y empalme, lo que tiene como resultado transcritos de ARNm compuestos por una combinacion
diferente de exones o con deleciones en los exones. Las mutaciones puntuales también pueden tener como
resultado la activacion de un sitio de corte y empalme criptico o alterar los elementos cis reguladores (es decir,
potenciadores o silenciadores de corte y empalme) (Cartegni y col., Nat. Rev. Genet., 2002, 3, 285-298; Drawczak y
col., Hum. Genet., 1992, 90, 41-54).

Se han usado oligonucleétidos antisentido dirigidos mutaciones que conducen a corte y empalme aberrantes en
varias enfermedades genéticas con el fin de redirigir el corte y empalme para dar un producto de corte y empalme
deseado (Kole, Acta Biochimica Polonica, 1997, 44, 231-238). Dichas enfermedades incluyen B-talasemia (Dominski
y Kole, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1993, 90, 8673-8677; Sierakowska y col., Nucleosides & Nucleotides, 1997,
16,1173-1182; Sierakowska y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 12840-44; Lacerra y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 2000, 97, 9591-9596); distrofia de Kobe (Takeshima y col., J. Clin. Invest., 1995, 95, 515-520); distrofia
muscular de Duchenne (Dunckley y col., Nucleosides & Nucleotides, 1997, 16, 1665-1668; Dunckley y col., Human
Mol. Genetics, 1998, 5, 1083-90); osteogénesis imperfecta (Wang y Marini, J. Clin Invest., 1996, 97, 448-454); y
fibrosis quistica (Friedman y col., J. Biol. Chem., 1999, 274, 36193-36199).

También se han usado compuestos antisentido para alterar la proporcién de las formas largas y cortas de, pre-
ARNm de Bcl-x (patente de EE.UU. 6,172,216; patente de EE.UU. 6,214,986; Taylor y col., Nat. Biotechnol. 1999,
17, 1097-1100) o para forzar sortear exones especificos que contienen codones de terminacion prematuros (Wilton y
col., Neuromuscul. Disord., 1999, 9, 330-338). La patente de EE.UU. 5,627,274 y el documento WO 94/26887
divulgan composiciones y procedimientos para combatir el corte y empalme aberrantes en una molécula de pre-
ARNmM que contiene una mutacién usando oligonucledétidos antisentido que no activan la RNAsa H.

La atrofia muscular espinal proximal (SMA) es un trastorno genético neurodegenerativo caracterizado por la pérdida
de neuronas motoras espinales. La SMA es una enfermedad autosdmica recesiva de inicio precoz y actualmente es
la principal causa de muerte entre los lactantes. La gravedad de la SMA varia de un paciente a otro y, por tanto, se
ha clasificado en tres tipos. La SMA de tipo | es la forma mas grave con inicio en el nacimiento o en los primeros 6
meses y normalmente produce la muerte en un plazo de 2 afios. Los nifios con SMA de tipo | no pueden sentarse ni
caminar. La SMA de tipo Il es la forma intermedia y los pacientes se pueden sentar, pero no pueden estar de pie ni
caminar. Los pacientes con SMA de tipo Il, una forma crénica de la enfermedad, normalmente desarrollan SMA
después de los 18 meses de edad (Lefebvre y col., Hum. Mol. Genet., 1998, 7, 1531-1536).

La SMA se debe a la pérdida de ambas copias de la supervivencia de la neurona motora 1 (SMN1), una proteina
que forma parte de un complejo multiproteico que se piensa que esta implicado en la biogénesis y reciclado de
snRNP. Un gen casi idéntico, SMN2, existe en una region duplicada del cromosoma 5q13. Aunque SMN1 y SMN2
tienen el potencial de codificar la misma proteina, la SMN2 contiene una mutacién traduccionalmente silente en la
posiciéon + 6 del exén 7, que tiene como resultado una inclusién ineficiente del exdn 7 en los transcritos de SMN2.
Por tanto, la forma predominante de SMN2 es una version truncada que carece del exén 7 y que es inestable e
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inactiva (Cartegni y Krainer, Nat. Genet., 2002, 30, 377-384).

Se han descrito moléculas de acido nucleico peptidico quimérico disefiadas para modular el corte y empalme de
SMN2 (documento WO 02/38738; Cartegni y Krainer, Nat. Struct. Biol., 2003, 10, 120-125). Miyajima y col., (2002),
"Identification of a cis-acting element for the regulation of SMN exon 7 splicing", Journal of Biological Chemistry,
277(26), paginas 23271-23277, divulga 2’-O-metil oligonucledtidos antisentido modificados contra el intrén 6 de
SMN2. Dichos oligos tienen una longitud de 16 y 17 nucledtidos y uno de ellos aumento la presencia del exén 7 en
los transcritos de SMN2. Singh y col., (2006) "Splicing of a critical exon of human Survival Motor Neuron is regulated
by a unique silencer element located in the last intron.", Molecular and Cellular Biology, 26(4), paginas 1333-1346,"
divulga secuencias antisentido especificas del intron 7 de SMN2. El uso de esta molécula antisentido que tiene una
modificaciéon O-metilo en cada posicién tiene como resultado un sorteo disminuido del exén 7. >

La tecnologia antisentido es un medio eficaz para modular la expresion de uno o mas productos génicos especificos,
incluidos productos de corte y empalme alternativos, y es Unica en su utilidad en una serie de aplicaciones
terapéuticas, diagnosticas y de investigacion. El principio detras de la tecnologia antisentido es que un compuesto
antisentido, que hibrida con un acido nucleico diana, modula las actividades de la expresion génica, tales como la
transcripcion, la traduccién o el corte y empalme, a través de uno de una serie de mecanismos antisentido. La
especificidad de secuencia de los compuestos antisentido los convierte en herramientas extremadamente atractivas
para la validacion de dianas y la funcionalizacién génica, asi como agentes terapéuticos para modular de forma
selectiva la expresion de genes implicados en la enfermedad.

En el presente documento se divulgan compuestos antisentido Utiles para modular la expresion génica y vias
asociadas mediante mecanismos antisentido, que pueden incluir mecanismos antisentido basados en la ocupacion
de la diana. En el presente documento se proporcionan compuestos antisentido dirigidos a SMN2 para uso en la
modulacioén del corte y empalme de SMN2. Un experto en la técnica, una vez armado con la presente divulgacion,
podra, sin experimentacion indebida, identificar, preparar y explotar otros compuestos antisentido para estos usos.

Sumario de la invencién

La invencion proporciona un oligonucleétido antisentido dirigido al intrén 7 de una molécula de acido nucleico que
codifica SMN2, en el que dicho oligonucleédtido tiene una longitud de 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucledtidos y
comprende una modificacién 2’-O-metoxietilazlicar en cada posiciéon, en el que el primer nimero de nucleétido al
que el oligonucleodtido se une es el nucledtido 122, 123, 124, 125, 126, 127 o 128 de la SEC ID N° 1.

La invencién también proporciona un procedimiento de estimular la inclusion del exén 7 en los transcritos de SMN2
en una célula, tejido u 6rgano, que comprende poner en contacto dicha célula, tejido u érgano in vitro con el
oligonucledtido antisentido de la invencion.

La invencion también proporciona un oligonucleétido antisentido de la invencion para usar en terapia.

La invencion también proporciona un oligonucleétido antisentido de la invencién para usar en el tratamiento de la
atrofia muscular espinal.

La invencién también proporciona el uso de un oligonucleétido antisentido de la invencion para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de la atrofia muscular espinal.

La presente invencién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende el oligonucleotido
antisentido de la invencién y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Sumario de la divulgacion

La presente divulgacion esta dirigida a compuestos antisentido dirigidos e hibridables con una molécula de acido
nucleico que codifica SMN2. Se divulgan compuestos antisentido dirigidos al intréon 6, el exén 7 o el intrén 7 de
SMN2 que modulan el corte y empalme de los pre-ARNm de SMN2. En una realizacién, la modulacion del corte y
empalme tiene como resultado un incremento en la inclusién del exén 7. En otra realizacion, la modulacion del corte
y empalme tiene como resultado una disminucion en la inclusiéon del exén 7. En el presente documento se
contemplan y divulgan compuestos antisentido de 12 a 20 nucledtidos de longitud dirigidos al intrén 6, al exén 7 o al
intrén 7 de SMN2, en el que los compuestos comprenden modificaciones de 2’-O-metoxietilazucar.

En un aspecto de la divulgacion, los compuestos antisentido estan dirigidos a elementos reguladores de corte y
empalme en cis. Los elementos reguladores incluyen potenciadores de corte y empalme exonico, silenciadores de
corte y empalme exonico, potenciadores de corte y empalme intrénico y silenciadores de corte y empalme intrénico.
Los silenciadores de corte y empalme intrénico y exénico son las dianas preferidas.

En una realizacion, los compuestos antisentido comprenden al menos una porcién de 8 bases nucleotidicas de uno
de los compuestos de ejemplo divulgados en el presente documento.

También se divulgan procedimientos para modular el corte y empalme del ARNm de SMN2 en una célula, tejido u
o6rgano usando uno o mas de los compuestos de la invencidon. En una realizacién, la modulaciéon del corte y
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empalme es la inclusion del exon. En otra realizacion, la modulacion del corte y empalme es el sorteo del exén. En
un aspecto, el compuesto esta dirigido a un elemento silenciador de corte y empalme intrénico. En otro aspecto, el
compuesto esta dirigido a un elemento silenciador de corte y empalme exoénico.

También se divulgan compuestos antisentido de 10 a 50, 12 a 30 o 12 a 20 nucleétidos de longitud dirigidos al intrén
6, al exdn 7 o al intron 7 de SMN2, que comprenden modificaciones de 2’-O-metoxietilazlcar para usar en terapia.
También se divulgan composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de los compuestos de la invencion.
También se divulga el uso de un oligonucleétido antisentido divulgado en el presente documento para la preparacion
de un medicamento para modular el corte y empalme de un pre-ARNm de SMN2. En un aspecto, la modulacién del
corte y empalme tiene como resultado un incremento en la inclusion del exén 7. También se divulga el uso de un
oligonucledtido antisentido divulgado en el presente documento para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la atrofia muscular espinal.

Descripcion detallada

La tecnologia antisentido es un medio eficaz para modular la expresiéon de uno o mas productos génicos especificos,
y es Unica en su utilidad en una serie de aplicaciones terapéuticas, diagndsticas y de investigacion. En el presente
documento se proporcionan compuestos antisentido Utiles para modular la expresién génica mediante mecanismos
de accién antisentido, incluidos mecanismos antisentido basados en la ocupacién de la diana. En un aspecto, los
compuestos antisentido proporcionados en el presente documento modulan el corte y empalme de un gen diana.
Dicha modulacion incluye estimula o inhibir la inclusion del exon. También se proporciona en el presente documento
compuestos antisentido dirigidos a elementos reguladores de corte y empalme en cis presentes en moléculas de
pre-ARNm, incluidos potenciadores de corte y empalme exoénico, silenciadores de corte y empalme exoénico,
potenciadores de corte y empalme intréonico y silenciadores de corte y empalme intrénico. Se piensa que la
alteracion de los elementos reguladores de corte y empalme en cis altera la seleccion de corte y empalme, que
puede conducir a una alteracion en la composicion de los productos de corte y empalme.

El procesamiento de los pre-ARNm eucariéticos es un proceso complejo que requiere una multitud de sefiales y
factores proteicos para conseguir un corte y empalme adecuado del ARNm. La definicion de exdén por el
espliceosoma requiere mas que las sefiales de corte y empalme candnicas que definen los limites intron-exon. Una
de estas sefales adicionales se proporciona mediante secuencias silenciadoras y potenciadoras reguladoras de
accion en cis. Se han identificado potenciadores de corte y empalme exoénico (ESE), silenciadores de corte y
empalme exonico (ESS), potenciadores de corte y empalme intrénico (ISE) y silenciadores de corte y empalme
intrénico (ISS), que reprimen o potencial el uso de sitios donantes de corte y empalme o de sitios aceptores de corte
y empalme en funcidén de su sitio y su modo de accién (Yeo y col. 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101(44):15700-
15705). La union de proteinas especificas (factores trans) a estas secuencias reguladoras dirige el proceso de corte
y empalme, bien estimulando o inhibiendo el uso de sitios de corte y empalme concretos y, por tanto, modulando la
proporcion de los productos de corte y empalme (Scamborova y col., 2004, Mol. Cell. Biol. 24(5):1855-1869;
Hovhannisyan y Carstens, 2005, Mol. Cell. Biol. 25(1):250-263; Minovitsky y col., 2005, Nucleic Acids Res.
33(2):714-724). Poco se sabe sobre los factores trans que interaccionan con los elementos de corte y empalme
intrénico; no obstante, en varios estudios se ha proporcionado informacion sobre los elementos de corte y empalme
exonico. Por ejemplo, se sabe que los ESE estan implicados en el corte y empalme tanto alternativo como
constitutivo actuando como sitios de unién para miembros de la familia de proteinas SR. Las proteinas SR se unen a
elementos de corte y empalme mediante su dominio de unién a ARN y estimulan el corte y empalme reclutando los
componentes del espliceosoma con interacciones proteina-proteina mediadas por su dominio RS, que esta
compuesto por varios dipéptidos de Arg-Ser (Cartegni y Krainer, 2003, Nat. Struct. Biol. 10(2):120-125; Wang y col.,
2005, Nucleic Acids Res. 33(16):5053-5062). Se ha descubierto que los ESE estan enriquecidos en regiones de
exones que estan cercanas a los sitios de corte y empalme, en particular de 80 a 120 bases desde los extremos de
los sitios aceptores de corte y empalme (Wu y col., 2005, Genomics 86:329-336). Se han determinado secuencias
consenso para cuatro miembros de la familia de proteinas SR, SF2/ASF, SC35, SRp40 y SRp55 (Cartegni y col.,
2003, Nucleic Acids Res. 31(13):3568-3571).

Aunque los factores trans que se unen a los elementos reguladores de corte y empalme intrénico no se han
estudiado extensamente, se ha sugerido que tanto las proteinas SR como las ribonucleoproteinas heterogéneas
(hnRNP) interaccionan con estos elementos (Yeo y col., 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101 (44):15700-15705).
Se han identificado dos elementos potenciadores de corte y empalme intrénico (ISE) en SMN2, uno en el intron 6 'y
el otro en el intrén 7 (Miyajima y col., 2002, J. Biol. Chem. 22: 23271-23277). Ensayos de desplazamiento de gel
usado el ISE en el intrén 7 han mostrado la formacion de complejos ARN-proteina, que sugieren que estas proteinas
trans pueden ser importantes para la regulacion del corte y empalme (Miyaso y col. 2003, J. Biol. Chem.
278(18):15825-15831).

El papel de la SMN2 en enfermedades tales como la atrofia muscular espinal (SMA) la convierte en una importante
diana terapéutica. La SMA es un trastorno genético caracterizado por la degeneracién de neuronas motoras
espinales. La SMA se debe a la pérdida de ambas copias funcionales de SMN1. No obstante, la SMN2 tiene el
potencial de codificar la misma proteina que SMN1 y, por tanto, superar el efecto genético de los pacientes de SMA.
La SMN2 contiene una mutacién traduccionalmente silente (C—T) en la posicion +6 del exdn 7 (nucledtido 66 de la
SEC ID N° 1), que tiene como resultado una inclusion ineficiente del exén 1 en los transcritos de SMN2. Por tanto, la
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forma predominante de SMN2, una que carece del exéon 7, es inestable e inactiva. Por tanto, los compuestos
terapéuticos capaces de modular el corte y empalme de SMN2 de forma que el porcentaje de los transcritos de
SMN2 que contiene el exén 7 aumenta, seria Util para el tratamiento de la SMA.

Vision general

En el presente documento se divulgan compuestos oligoméricos, incluidos oligonucleétidos antisentido y otros
compuestos antisentido para usar en la modulacién de la expresion de moléculas de acido nucleico que codifican
SMN2. Esto se consigue proporcionando compuestos oligoméricos que hibridan con una o mas moléculas de acido
nucleico diana que codifican SMN2. Como se usa en el presente documento, “acido nucleico diana” y “molécula de
acido nucleico que codifica SMN2” ese han usado por comodidad para abarcar ADN que codifica SMN2, ARN
(incluyendo pre-ARNm y ARNm o partes de los mismos) transcritos a partir de tal ADN, y también el ADNc derivado
de tal ARN.

En el presente documento se divulgan compuestos antisentido para uso en la modulacién del corte y empalme de de
pre-ARNm de SMN2. En una realizacion, los compuestos antisentido divulgados estan dirigidos al exén 7 de SMN2
de modo que se modula el corte y empalme del ARNm de SMN. En otra realizacién, los compuestos antisentido
estan dirigidos al intron 6 de SMN2. En otra realizacion, los compuestos antisentido estan dirigidos al intrén 7 de
SMN2. La modulacion del corte y empalme puede tener como resultado la inclusién del exén 7 o el sorteo del exon
7.

También se divulgan compuestos antisentido dirigidos a los elementos reguladores en cis. En una realizacion, el
elemento regulador esta en un exén. En una realizacion, el elemento regulador esta en un intrén.

Modulacion del corte y empalme

Como se usa en el presente documento, la modulacion del corte y empalme se refiere a alterar el procesamiento de
un transcrito de pre-ARNm de modo que la molécula de ARNm sometida a corte y empalme contiene una
combinacion diferente de exones como resultado del sorteo del exén o de la inclusion del exén, una delecion en uno
0 mas exones, 0 una secuencia adicional que normalmente no se encuentra en el ARNm sometido a corte y
empalme (p. €j., secuencia intrénica). En el contexto de la presente invencion, la modulacion de corte y empalme se
refiere a alterar el corte y empalme del pre-ARNm de SMN2 para conseguir el sorteo del exén o la inclusién del
exon. En una realizacion, el sorteo del exén tiene como resultado un transcrito de ARNm de SMN2 que carece del
exon 7 y la inclusion del exén tiene como resultado un transcrito de ARNm de SMN2 que contiene el exén 7.

Como se usa en el presente documento, un corte y empalme alternativo se define como el corte y empalme junto
con diferentes combinaciones de exones, que pueden tener como resultado multiples transcritos de ARNm de un
unico gen. En el contexto de la presente invencion, un transcrito de de ARNm de SMN2 que contiene el exén 7 y un
transcrito de de ARNm de SMN2 que carece del exon 7 son dos productos del corte y empalme alternativo.

Compuestos

La expresion “compuesto oligomérico” se refiere a una estructura polimérica capaz de hibridar con una region de una
molécula de acido nucleico. Esta expresion incluye oligonucledtidos, oligonucledsidos, analogos de oligonucledtidos,
miméticos de oligonucledtidos y combinaciones quiméricas de estos. Un “compuesto antisentido” o “compuesto
oligomérico antisentido” se refiere a un compuesto oligomérico que es, al menos parcialmente, complementario a la
region de una molécula de acido nucleico diana con la que hibrida y que modula su expresion. En consecuencia,
aunque se puede decir que todos los compuestos antisentido son compuestos oligoméricos, no todos los
compuestos oligoméricos son compuestos antisentido. Un “oligonucleétido antisentido” es un compuesto antisentido
que es un oligdmero basado en acido nucleico. Un oligonucleétido antisentido puede modificarse quimicamente.
Ejemplos no limitantes de compuestos oligoméricos incluyen cebadores, sondas, compuestos antisentido,
oligonucledtidos antisentido, oligonucleétidos de secuencias de guia externas (SGE), empalmadores alternativos y
ARNsi. Como tales, estos compuestos se pueden introducir en forma de monocatenaria, bicatenaria, circular,
ramificada o en horquilla y pueden contener elementos estructurales tales como protuberancias o bucles.
Compuestos oligoméricos bicatenarios pueden ser dos hebras hibridadas para formar compuestos bicatenarios o
una sola hebra con suficiente autocomplementariedad para permitir la hibridacion y la formaciéon de un compuesto
completamente o parcialmente bicatenario.

Los compuestos oligoméricos de acuerdo con la presente divulgacion pueden comprender un compuestos
oligoméricos de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 bases nucleotidicas (es decir, de aproximadamente 10
a aproximadamente 50 nucledsidos unidos). Un experto en la técnica apreciara que esto abarca compuestos
antisentido de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 bases nucleotidicas.

En una realizacion, los compuestos antisentido de la divulgacion tienen de 12 a 30 bases nucleotidicas. Un experto
en la técnica apreciara que esto comprende compuestos antisentido de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 bases nucleotidicas.
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En una realizacion, los compuestos antisentido de la divulgacion tienen de 12 a 20 bases nucleotidicas. Un experto
en la técnica apreciara que esto comprende compuestos antisentido de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 bases
nucleotidicas.

En una realizacion, los compuestos antisentido de la invencidon tienen porciones antisentido de 20 bases
nucleotidicas.

En una realizacion, los compuestos antisentido de la invenciéon tienen porciones antisentido de 18 bases
nucleotidicas.

En una realizacion, los compuestos antisentido de la invenciéon tienen porciones antisentido de 15 bases
nucleotidicas.

En una realizacion, los compuestos antisentido de la divulgacion tienen porciones antisentido de 12 bases
nucleotidicas.

Los compuestos antisentido de 10 - 50 bases nucleotidicas de longitud que comprenden una tira de al menos ocho
(8) bases nucleotidicas consecutivas seleccionadas de entre los compuestos antisentido ilustrativos también se
consideran compuestos antisentido adecuados como diana.

Los compuestos de la divulgacion incluyen secuencias oligonucleotidicas que comprenden al menos las 8 bases
nucleotidicas consecutivas desde el extremo 5 de uno de los compuestos antisentido ilustrativos (siendo las bases
nucleotidicas restantes una tira consecutiva de bases nucleotidicas que continian cadena arriba del extremo 5' del
compuesto antisentido hasta que el oligonucledtido contiene de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 bases
nucleotidicas). Otros compuestos de estan representados por secuencias oligonucleotidicas que comprenden al
menos las 8 bases nucleotidicas consecutivas desde el extremo 3’ de uno de los compuestos antisentido ilustrativos
(siendo las bases nucleotidicas restantes una tira consecutiva de bases nucleotidicas que contindan cadena abajo
del extremo 3' del compuesto antisentido hasta que el oligonucleétido contiene de aproximadamente 10 a
aproximadamente 50 bases nucleotidicas). También se entiende que los compuestos pueden representados por
secuencias oligonucleotidicas que comprenden al menos 8 bases nucleotidicas consecutivas de una porcion interna
de la secuencia de un compuesto ilustrativo y se puede extender en una o ambas direcciones hasta que el
nucledtido contiene de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 bases nucleotidicas. Los compuestos descritos
en el presente documento son especificamente hibridables con el acido nucleico diana.

Un experto en la técnica armado con los compuestos antisentido ilustrados en el presente documento podra, sin
experimentacién indebida, identificar otros compuestos antisentido.

Hibridacion

Como se usa en el presente documento, “hibridaciéon” quiere decir el apareamiento de las hebras complementarias
de los compuestos antisentido con su secuencia nucleico. Aunque no esta limitado a un mecanismo concreto, el
mecanismo mas habitual de apareamiento implica enlaces de hidrégeno que pueden ser enlaces de hidrogeno de
Watson-Crick, de Hoogsteen o de Hoogsteen inverso, entre nucledsidos o bases nucleotidicas complementarias. Por
ejemplo, la base natural adenina es complementaria a las bases nucleotidicas naturales timidina y uracilo, que se
aparean a través de la formacion de enlaces de hidrégeno. La base natural guanina es complementaria de las bases
naturales citosina y 5-metil-citosina. La hibridacion se puede producir en varias circunstancias.

Un compuesto antisentido es especificamente hibridable cuando hay un grado suficiente de complementariedad
para evitar la unién inespecifica del compuesto antisentido con secuencias de un acido nucleico no diana en
condiciones en las que se desea union especifica, es decir en condiciones fisioldgicas en el caso de los ensayos in
vivo o tratamiento terapéutico, y en las condiciones en las que se realizan los ensayos en el caso de los ensayos in
vitro.

Como se usa en el presente documento, “condiciones rigurosas de hibridacion” o “condiciones rigurosas” se refiere a
condiciones en las cuales un compuesto antisentido hibrida con su secuencia diana pero con un nimero minimo de
otras secuencias. Las condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en circunstancias
diferentes y “condiciones rigurosas” en las que los compuestos antisentido hibridan con una secuencia diana vienen
determinadas por la naturaleza y la composicion de los compuestos antisentido y de los ensayos en los que se estan
investigando.

Complementariedad

“Complementariedad”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de un apareamiento
proceso entre dos bases nucleotidicas en cualquiera de las dos hebras del compuesto oligomérico o un compuesto
antisentido con su acido nucleico diana. Por ejemplo, si una base nucleotidica en una posicion determinada de un
compuesto antisentido puede unirse por puentes de hidréogeno a una base nucleotidica en cierta posicion de un
acido nucleico diana, la posicion del enlace de hidrégeno entre el nucleétido y el acido nucleico diana se considera
una posicion complementaria.
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La “complementariedad” también se puede ver en el contexto de un compuesto antisentido y su diana, en lugar de
un modo base por base. El compuesto antisentido y el ADN o ARN son complementarios entre si cuando un nimero
suficiente de posiciones complementarias en cada molécula esta ocupado por bases nucleotidicas que pueden
unirse entre si por puentes de hidrogeno. Por tanto, “especificamente hibridable” y “complementario” son términos
que se usan para indicar un grado suficiente de apareamiento preciso o de complementariedad sobre un nimero
suficiente de bases nucleotidicas de forma que se produzca una unidn estable y especifica entre el compuesto
antisentido y un acido nucleico diana. Un experto en la técnica reconoce que la inclusidon de apareamientos erroneos
es posible sin eliminar la actividad del compuesto antisentido. Por tanto, la invencién esta dirigida a los compuesto
antisentido que pueden contener hasta aproximadamente 20 % de nucledtidos que alteran el apareamiento de las
bases del compuesto antisentido con la diana. Preferentemente, los compuestos no contienen mas de
aproximadamente 15%, mas preferentemente no mas de aproximadamente 10%, mas preferentemente no mas de
aproximadamente o ningun desapareamiento. Los nucledtidos restantes no alteran la hibridacion (p. ej., bases
universales).

En la técnica se entiende que la incorporacion de modificaciones de afinidad en el nucleétido puede hacer que se
produzca un mayor numero de apareamientos erréneos en comparacion con un compuesto no modificado. De forma
similar, ciertas secuencias oligonucleotidicas pueden ser mas tolerantes a los apareamientos erréneos que otras
secuencias oligonucleotidicas. Un experto en la técnica es capaz de determinar un numero adecuado de
apareamientos erroneos entre oligonucledtidos o entre un oligonucleétido y un acido nucleico diana, tal como
mediante la determinacioén de la temperatura de fusion.

Identidad

Los compuestos antisentido, o una porcion de los mismos, pueden tener un porcentaje definido de identidad con una
SEC ID N° o un compuesto que tenga un numero lIsis especifico. Como se usa en el presente documento, una
secuencia es idéntica a la secuencia divulgada en el presente documento si tiene la misma capacidad de
apareamiento de bases nucleotidicas. Por ejemplo, un ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en las
secuencias divulgadas de la presente invencion se consideraria idéntico, ya que ambos se aparearian con adenina.
Esta identidad puede estar a lo largo de toda la longitud del compuesto oligomérico o en una porcion del compuesto
antisentido (p. €j., las bases nucleotidicas 1-20 de un compuesto de 27 unidades pueden compararse con un
compuesto de 20 unidades para determinar el porcentaje de identidad del compuesto oligomérico con la SEC ID N°.
Los expertos en la técnica entienden que un compuesto antisentido no tiene que tener una secuencia idéntica a la
de los descritos en el presente documento para funcionar de un modo similar al compuesto antisentido descrito en el
presente documento. Versiones mas cortas de los compuestos antisentido ensefiados en el presente documento o
versiones no idénticas del compuesto antisentido ensefiados en el presente documento entraran dentro del alcance
de la invencién. Las versiones no idénticas son aquéllas en las que cada base no tiene la misma actividad de
apareamiento que los compuestos antisentido ensefiados en el presente documento. Las bases no tienen la misma
actividad de apareamiento por ser mas cortas o por tener al menos un sitio abasico. Como alternativa, una version
no idéntica puede incluir al menos una base sustituida con una base diferente con distinta actividad de apareamiento
(p- €j., G puede estar sustituida por C, A o T). El porcentaje de identidad se calcula de acuerdo con el nimero de
bases que tienen idéntico apareamiento de bases correspondiente a la SEC ID N° o al compuesto antisentido con el
que se esta comparando. Las bases no idénticas pueden estar adyacentes, dispersas por el oligonucleétido o ambas
cosas.

Por ejemplo, un compuesto de 16 unidades que tiene la misma secuencia que las bases nucleotidicas 2-17 es un
80% idéntico al compuesto de 20 unidades. Como alternativa, un compuesto de 20 unidades que contiene cuatro
bases nucleotidicas no idénticas al compuesto de 20 unidades es también un 80% idéntico al compuesto de 20
unidades. Un compuesto de 14 unidades que tiene la misma secuencia que las bases nucleotidicas 1-14 de un
compuesto de 18 unidades es un 78% idéntico al compuesto de 18 unidades. Dichos calculos entran dentro de la
capacidad de los expertos en la técnica.

El porcentaje de identidad se basa en el porcentaje de bases nucleotidicas en la secuencia original presentes en una
porcioén de la secuencia modificada. Por tanto, un compuesto antisentido de 30 bases nucleotidicas que comprende
la secuencia completa de la complementaria de un segmento diana activo de 20 bases nucleotidicas tendria una
porcién de identidad del 100% con el complementario del segmento diana activo de 20 bases nucleotidicas, al
tiempo que ademas comprende una porcion adicional de 10 bases nucleotidicas. En el contexto de la invencion, el
complementario de un segmento diana activo puede constituir una Unica porciéon. En una realizacion preferida, los
oligonucledtidos de la presente invencion tienen una identidad de al menos aproximadamente el 80 %, mas
preferentemente al menos aproximadamente el 85 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente el
90 %, mas preferentemente al menos aproximadamente el 95 % con al menos una porcion del complementario de
los segmentos diana activos presentados en el presente documento.

Es bien sabido por los expertos en la técnica que es posible incrementar o disminuir la longitud de un compuesto
antisentido y/o introducir bases apareadas erroneamente sin eliminar actividad. Por ejemplo, en Woolf y col. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:7305-7309, 1992), se analizé en una serie de ASO de 13-25 bases nucleotidicas de longitud
su capacidad para inducir la escision de un ARN diana. Los ASO de 25 bases nucleotidicas de longitud con 8 u 11
apareamientos erroneos de bases cerca de los extremos de los ASO fueron capaces de dirigir la escision especifica
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del ARNm diana, aunque en menor medida que los ASO que no contenian apareamientos erroneos. De un modo
similar, se consiguié una escision especifica de la diana usando un ASO de 13 bases nucleotidicas, incluidos
aquéllos con 1 o 3 apareamientos erréneos. Maher y Dolnick (Nuc. Acid. Res. 16:3341-3358,1988) analizaron en
una serie de ASO de 14 bases nucleotidicas en tandem y un ASO de 28 y 42 bases nucleotidicas compuestos por
la secuencia de dos o tres de los ASO en tandem, respectivamente, su capacidad para detener la traduccién de
DHFR humano en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los tres ASO de 14 bases nucleotidicas pudo
inhibir la traduccion, aunque a un nivel mas modesto que los ASO de 28 o 42 bases nucleotidicas. Se entiende que
los compuestos antisentido de la presente invencion pueden variar en longitud y en porcentaje de
complementariedad con la diana siempre que mantengan la actividad deseada. Los procedimientos para determinar
la actividad deseada se divulgan en el presente documento y son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Acidos nucleicos diana

Como se usa en el presente documento, "dirigir" o "dirigido" se refieren al procedimiento de disefiar un compuesto
oligomérico que el compuesto hibride especificamente con una molécula de acido nucleico seleccionado.

“Dirigir’ un compuesto oligomérico a una molécula de acido nucleico diana puede ser un procedimiento de multiples
etapas. Normalmente, el procedimiento comienza con la identificacion de un acido nucleico diana cuya expresion se
ha de modular. Como se usa en el presente documento, las expresiones “acido nucleico diana” y “acido nucleico que
codifica SMN2” engloban ADN que codifica SMN2, ARN (incluyendo pre-ARNm y ARNm) transcritos a partir de tal
ADN, y también el ADNc derivado de tal ARN. Por ejemplo, el acido nucleico diana puede ser un gen celular (o
ARNm transcrito a partir del gen), cuya expresion se asocia con un trastorno o estado de enfermedad concreto, o
una molécula de acido nucleico de un agente infeccioso. Como se divulga en el presente documento, el acido
nucleido diana codifica SMN2. En una realizacién preferida, el acido nucleico diana es pre-ARNm de SMN2.

Regiones, segmentos y sitios diana

El procedimiento de apuntar a una diana normalmente incluye también la determinacidon de al menos una region,
segmento o sito diana dentro del acido nucleico diana para que se produzca la interaccion antisentido de modo que
tenga lugar el efecto deseado (p. ej., modulacion del corte y empalme). “Regién” se define como una porcion del
acido nucleico diana que tiene al menos una estructura, funcion o caracteristica identificables. Las regiones diana
pueden incluir un exén o un intrén. Dentro de las regiones de los acidos nucleico diana estan los segmentos.
“Segmentos” se definen como porciones mas pequefias o subporciones de regiones dentro de un acido nucleico
diana. “Sitios”, como se usa en la presente invencion, se definen como posiciones de bases nucleotidicas Unicas
dentro de un acido nucleico diana.

Kits, reactivos de investigacion y diagnosticos

Los compuestos antisentido de la presente invencion se pueden utilizar para diagndstico y como reactivos y kits de
investigacion. Ademas, los compuestos antisentido que pueden inhibir la expresidon génica o modular la expresion
génica (p. €j., modulaciéon del corte y empalme) con especificidad, a menudo son usados por los expertos en la
técnica para aclarar la funcion de genes concretos o distinguir entre funciones de varios miembros de una via
bioldgica.

Para usar en kits y diagnostico, los compuestos antisentido de la presente invencion, bien solos o en combinacion
con otros compuestos o terapéuticas, se pueden usar como herramientas en analisis diferencial y/o de combinacién
para aclarar los patrones de expresion de una porcion o todo el complemento de genes expresados dentro de las
células o tejidos. Los procedimientos de analisis de la expresidon génica son bien conocidos para los expertos en la
técnica.

Terapias

Los compuestos antisentido de la invencion se pueden usar para modular la expresiéon de SMN2 en un animal, tal
como un ser humano. En una realizacién no limitante, los procedimientos comprenden la etapa de administrar a
dicho animal que necesite terapia por una enfermedad o afeccién asociada con SMN2 una cantidad eficaz de un
compuestos antisentido que module la expresion de SMN2 (p. ej., modular el corte y empalme de SMN2). Una
enfermedad o afecciéon asociada con SMN2 incluye, entre otras, la atrofia muscular espinal. En una realizacion, los
compuestos antisentido de la presente invencion modulan de forma eficaz el corte y empalme de SMN2 y tiene
como resultado un incremento en la inclusién del exén 7. Los compuestos antisentido de la presente invencién que
modulan de forma eficaz a expresiéon de un ARN de SMN2 productos proteicos de la expresidon se consideran
compuestos antisentido activos.

Por ejemplo, la modulacion de la expresion de SMN2 se puede medir en un fluido corporal, que puede o no contener
células, tejido u érgano del animal. Procedimientos de obtener muestras para analisis, tales como fluidos corporales
(p- €j., esputo, suero), tejidos (p. €j., biopsia) u érganos y procedimientos de preparacion de las muestras para
permitir el analisis son bien conocidos para los expertos en la técnica. Procedimientos para el analisis de ARN y los
niveles de proteinas se tratan anteriormente y son bien conocidos para los expertos en la técnica. Los efectos del
tratamiento se pueden evaluar midiendo biomarcadores asociados con la expresion del gen diana en los fluidos,
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tejidos u érganos mencionados anteriormente, recogidos de un animal en contacto con uno o mas compuestos de la
invencion, mediante procedimientos clinicos rutinarios conocidos en la técnica. Estos biomarcadores incluyen, entre
otros: transaminasas hepaticas, bilirrubina albumina, nitrégeno ureico en sangre, creatinina y otros marcadores de
funcién renal y hepatica; interleucinas, factores de necrosis tumoral, moléculas de adhesion intracelular, proteina C
reactiva, quimiocinas, citocinas y otros marcadores de inflamacion.

Los compuestos antisentido de la presente invencion se pueden usar en composiciones farmacéuticas anadiendo
una cantidad eficaz de un compuesto a un diluyente o transportador adecuado farmacéuticamente aceptable.
Transportadores y diluyentes aceptables son bien conocidos para los expertos en la técnica. La seleccion de un
diluyente o transportador se basa en una serie de factores, incluidos, entre otros, la solubilidad del compuesto y la
via de administracion. Dichas consideraciones son bien conocidas poros expertos en la técnica. En un aspecto, los
compuestos antisentido de la presente invencion modulan el corte y empalme de SMN2. Los compuestos de la
invencion también se pueden usar en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades y
trastornos relacionados con SMN2.

También se contemplan procedimientos mediante los que fluidos corporales, érganos o tejidos se ponen en contacto
con una cantidad eficaz de uno o mas de los compuestos antisentido o las composiciones de la invencién. Los
fluidos corporales, érganos o tejidos se pueden poner en contacto con uno o mas de los compuestos de la invencion,
dando como resultado la modulacion de la expresion de SMN2 en las células de los fluidos corporales, érganos o
tejidos. Una cantidad eficaz se puede determinar monitorizando el efecto modulador del compuesto antisentido o
compuestos o composiciones sobre los acidos nucleicos diana o sus productos mediante procedimientos de rutina
para el experto en la técnica.

Por tanto, en el presente documento se divulga el uso de un compuesto antisentido aislado dirigido a SMN2 en la
fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno por medio del procedimiento
descrito con anterioridad. En una realizacion, el compuesto antisentido esta dirigido al exéon 7 de SMN2. En otra
realizacion, el compuesto antisentido esta dirigido al intron 6 de SMN2. En otra realizacién mas, el compuesto
antisentido esta dirigido al intrén 7 de SMN2.

Modificaciones quimicas

Como se conoce en la técnica, un nucledsido es una combinacion de base-azlcar. La porcién de base del
nucledsido normalmente es una base heterociclica (en ocasiones denominada “base nucleotidica” o, simplemente,
“base”). Las dos clases mas habituales de dichas bases heterociclicas son las purinas y las pirimidinas. Los
nucledtidos son nucledsidos que incluyen ademas un grupo fosfato unido covalentemente a la porcion azucar del
nucledsido. Para los nucledsidos que incluyen un azucar de pentofuranosilo, el grupo fosfato se puede unir al resto
hidroxilo en 2, 3’ o 5 del azucar. Al formar oligonucleétidos, los grupos fosfato unen covalentemente a los
nucledsidos adyacentes entre si para formar un compuesto polimérico lineal. Dentro de los oligonucledtidos,
normalmente se hace referencia a los grupos fosfato como formadores del esqueleto internucleosidico del
oligonucledtido. El enlace natural o estructura de ARN y de ADN es un enlace fosfodiéster 3' a 5'. A menudo es
preferible incluir modificaciones quimicas en los oligonucledtidos para alterar su actividad. Las modificaciones
quimicas pueden alterar la actividad del oligonucleétido mediante, por ejemplo: Incremento de la afinidad de un
oligonucledtido antisentido por su ARN diana, incremento de la resistencia a la nucleasa y/o alteracion de la
farmacocinética del oligonucledtido. El uso de sustancias quimicas que incrementan la afinidad de un oligonucleétido
por su diana puede permitir el uso de compuestos oligoméricos mas cortos.

Como se usa en el presente documento, el término “base nucleotidica” o "resto de base heterociclica” se refiere a
una parte de base heterociclica de un nucledsido. En general, una base nucleotidica es cualquier grupo que
contiene uno o mas atomos o grupos de atomos capaces de unir el hidrégeno con una base de otro acido nucleico.
Ademas de las bases nucleotidicas “no modificadas” o “naturales”, tal como las bases nucleotidicas de purina
adenina (A) y guanina (G), y las bases nucleotidicas de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U), muchas bases
nucleotidicas modificadas o miméticos de bases nucleotidicas conocidas para los expertos en la técnica son
susceptibles a la presente invencion. Las expresiones base nucleotidica modificada y mimético de base nucleotidica
pueden solaparse pero, en general, una base nucleotidica modificada hace referencia a una base nucleotidica que
es bastante similar en cuanto a estructura a la base nucleotidica parental, tal como, por ejemplo, una 7-deazapurina,
una 5-metil-citosina o una pinza G, mientras que un mimético de base nucleotidica incluir estructuras mas
complicadas, tales como, por ejemplo, un mimético de base nucleotidica de fenoxazina triciclica. Los procedimientos
para la preparacion de las bases nucleotidicas modificadas indicadas anteriormente son bien conocidos para los
expertos en la técnica.

Los compuestos antisentido de la presente invencion pueden también contener uno o mas nucleésidos que tienen
restos de azucar modificado. El anillo de azucar de furanosilo de un nucledsido se puede modificar de diversos
modos, incluidos, entre otros, la adicion de un grupo sustituyente, la formacion de puentes de dos atomos de anillo
no germinales para formar un acido biciclico-nucleico (BNA) y la sustitucion de un atomo o grupo tal como -S-, -
N(R)-o -C(R1)(R2) para el oxigeno del anillo en la posicidon 4’. Se conocen bien restos de azicar modificado y se
pueden usar para alterar, normalmente incrementar, la afinidad del compuesto antisentido por su diana y/o
incrementar la resistencia a nucleasas. Una lista representativa de azdcares modificados preferidos incluye, entre
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otros, azucares modificados biciclicos (BNA), incluidos LNA y ENA (puente 4’-(CH)-O-2’); y azucares sustituidos,
especialmente azucares sustituidos en 2’ que tienen un grupo sustituyente 2’-F, 2’-OCH, o 2’-O (CH2),-OCHs. Los
azucares también pueden reemplazarse con grupos miméticos de azucar, entre otros. Los procedimientos para las
preparaciones de los azucares modificados son bien conocidos para los expertos en la técnica.

La presente invencion incluye grupos de union internucledsidos que unen los nucledsidos o unidades monoméricas
modificadas de otro modo para formar un compuesto antisentido. Las dos clases principales de grupos de union
internucledsidos se definen por la presencia o ausencia de un atomo de fésforo. Enlaces internucledsidos
representativos que contienen fosforo incluyen, entre otros, fosforodiésteres, fosforotriésteres, metilfosfonatos,
fosforoamidato y fosforotioatos. Grupos de unioén internucledsidos sin fésforo representativos incluyen, entre otros,
metilenmetilimino (-CH2-N(CH3)O-CHy-), tiodiéster (-O-C(O)-S-), tionocarbamato (-O-C(O)(NH)-S-); siloxano (-O-
Si(H) 2-0-); y N,N’-dimetilhidrazina (-CH2-N(CH3)-N(CHs)-). Los compuestos antisentido que tienen grupos de union
internucledsidos sin fésforo se denominan oligonucledsidos. Se pueden usar enlaces internucleésidos modificados,
en comparacién con los enlaces fosfodiéster naturales, para alterar, normalmente aumentar, la resistencia a la
nucleasa del compuesto antisentido. Se pueden preparar enlaces internucleosidicos que tienen un atomo quiral
como racémicos, quirales o mezclas. Enlaces internucleosidicos quirales representativos incluyen, entre otros,
alquilfosfonatos y fosforotioatos. Los procedimientos para la preparacion de enlaces que contienen fésforo y que no
contienen fésforo son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término “mimético” hace referencia a grupos que estan sustituidos por un
azucar, una base nucleotidicas y/o un enlace internucleosidico. Generalmente se usa un mimético en lugar del
azucar o de la combinacion azucar-union internucleosidica, y la base nucleotidica se mantiene por hibridacion a una
diana seleccionada. Ejemplos representativos de miméticos de azucar incluyen, entre otros, ciclohexenilo o
morfolino. Ejemplos representativos de un mimético para una combinacién de azucar-unién internucleosidica
incluyen, entre otros, acidos nucleicos peptidicos (PNA) o grupos morfolino unidos por enlaces aquirales sin carga.
En algunos casos se usa un mimético en lugar de la base nucleotidica. Miméticos de bases nucleotidicas
representativos son bien conocidos en la técnica e incluyen, entre otros, analogos de fenoxacina triciclica y bases
universales (Berger y col., Nuc Acid Res. 2000,28:2911-14). Los procedimientos para la sintesis de azucar,
nucledsidos y miméticos de bases nucleotidicas son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término “nucledsido” incluye nucledsidos, nucledsidos abasicos,
nucledsidos modificados y nucledsidos que tienen bases miméticas y/o grupos de azucar.

En el contexto de la presente invencion, el término “oligonucledtido” se refiere a un compuesto oligomérico que es un
oligémero o polimero de acido ribonucleico (ARN) o de acido desoxirribonucleico (ADN).

Este término incluye oligonucledtidos compuestos por bases nucleotidicas naturales y no naturales, azucares y
enlaces internucleosidicos covalentes, posiblemente que ademas incluyen conjugados de acidos no nucleicos.

La presente invencion proporciona compuestos que tienen grupos de fésforo reactivos Utiles para formar enlaces
internucleosidicos, incluidos, por ejemplo, enlaces internucleosidicos fosfodiéster y fosforotioato. Procedimientos de
preparacion y/o purificacion de precursores o compuestos antisentido de la presente invencién no son una limitacion
de las composiciones o procedimientos de la invencion. Los procedimientos para la sintesis y purificacion de ADN,
ARN vy los compuestos antisentido de la presente invencion son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, “compuesto antisentido quimérico” se refiere a un compuesto antisentido
que tiene al menos un azlcar, una base nucleotidica y/o un enlace internucleosidico que se modificado
diferencialmente en comparacioén con los otros azucares, bases nucleotidicas o enlaces internucleosidicos dentro del
mismo compuesto oligomérico. El resto de los azlcares, bases nucleotidicas y enlaces internucleosidicos pueden
estar modificados de forma independiente o no modificados. En general, un compuesto oligomérico quimérico tendra
nucledsidos modificados que pueden estar en posiciones aisladas o agrupados en regiones que definiran un motivo
concreto. Cualquier combinacion de modificaciones y/o grupos miméticos puede comprender un compuesto
oligomérico quimérico de la presente invencion.

Los compuestos oligoméricos quiméricos normalmente contienen al menos una regiéon modificada de modo que
confieren un incremento de la resistencia a la degradacion por nucleasas, incremento de la captacion celular y/o
incremento de la afinidad de union por el acido nucleico diana. Una region adicional del compuesto oligomérico
puede servir como sustrato para las enzimas capaces de escindir ARN:ADN o hibridos ARN:ARN. A modo de
ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de un duplex ARN:ADN. Por tanto,
la activacion de la RNasa H da lugar a la escision del ARN diana, de modo que se potencia considerablemente la
eficiencia de la inhibicion de la expresion génica. En consecuencia, a menudo se pueden obtener resultados
comparables con compuestos oligoméricos mas cortos cuando se usan quimeras, en comparacion con, por ejemplo,
fosforotioato desoxioligonucleétidos que hibridan con la misma regién diana. La escision del ARN diana se puede
detectar de forma rutinaria mediante electroforesis en gel y, en caso necesario, técnicas asociadas de hibridacion de
acidos nucleicos conocidas en la técnica.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2397113 T3

Como se usa en la presente invencion, la expresion “motivo completamente modificado" hace referencia a un
compuesto antisentido que comprende una secuencia contigua de nucledsidos en la que esencialmente cada
nucledsido es un nucleésido de azucar modificado que tiene una modificacion uniforme.

Los compuestos descritos en la presente invencién contienen uno o mas centros asimétricos y pueden, por tanto,
dar lugar a enantidmeros, diasteredmeros y otras configuraciones estereoisoméricas que pueden definirse en
términos de estereoquimica como (R) o (S), a o o (D) o (L), como para los aminoacidos.

Con la presente invencion se quiere incluir todos estos posibles isbmeros, asi como sus formas racémicas y
6ptimamente puras.

En un aspecto de la presente invencién, los compuestos antisentido estan modificados mediante unién covalente de
uno 0 mas grupos conjugados. Los grupos conjugados pueden estar unidos mediante uniones reversibles o
irreversibles. Los grupos conjugados pueden estar unidos directamente a los compuestos antisentido o a través de
un ligador. Los ligadores pueden ser ligadores mono o bifuncionales. Dichos procedimientos de union y los ligadores
son bien conocidos para los expertos en la técnica. En general, los grupos conjugados estan unidos a compuestos
antisentido para modificar un a o mas propiedades. Dichas consideraciones son bien conocidas para los expertos en
la técnica.

Sintesis de oligomeros

La oligomerizacion de nucledsidos modificados y no modificados se puede realizar de forma rutinaria de acuerdo con
los procedimientos de la bibliografia (Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Ed. Agrawal (1993), Humana
Press) y/o ARN (Scaringe, Methods (2001), 23, 206-217. Gait et al., Applications of Chemically synthesized RNA in
RNA: Protein Interactions, Ed. Smith (1998), 1-36. Gallo et al., Tetrahedron (2001), 57, 5707-5713).

Los compuestos antisentido de la presente invencion pueden fabricarse de forma conveniente y rutinaria a través de
la técnica bien conocida de la sintesis en fase sélida. El equipo para dicha sintesis se comercializa en diferentes
proveedores incluidos, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). También se puede emplear
adicionalmente o como alternativa cualquier otro medio para dicha sintesis. Es bien conocido el uso de técnicas
similares para preparar oligonucleétidos tales como fosforotioatos y derivados alquilados. La invencion no esta
limitada por el procedimiento de la sintesis de compuestos antisentido.

Purificacion y analisis de oligdmeros

Los expertos en la técnica conocen procedimientos de purificacion y analisis de oligonucleétidos. Los procedimientos
de analisis incluyen electroforesis capilar (EC) y espectroscopia de masas por electronebulizacion. Dichos
procedimientos de sintesis y anadlisis pueden realizarse en placas de multiples pocillos. El procedimiento de la
invencion no esta limitado por el procedimiento de la purificacion de oligémeros.

Sales, profarmacos y bioequivalentes

Los compuestos antisentido de la presente invencién comprenden cualquier sal, éster o sales de dichos ésteres
farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro equivalente funcional que, tras la administracién a un animal,
incluido un ser humano, puede proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o un
residuo del mismo. De acuerdo con esto, por ejemplo, la divulgacion también se extiende a profarmacos y sales
farmacéuticamente aceptables de los compuestos antisentido de la presente invencién, sales farmacéuticamente
aceptables de dichos profarmacos, y otros bioequivalentes.

El término “profarmaco” indica un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva o menos activa que se
convierte en una forma activa (es decir, el farmaco) dentro del cuerpo o las células del mismo por accién de enzimas
enddégenas u ofros productos quimicos y/o condiciones. En particular, las versiones profarmaco de los
oligonucledtidos de la invencion se preparan como derivados SATE ((S-acetil-2-tioetil)fosfato de acuerdo con los
procedimientos divulgados en el documento WO 93/24510 o el documento WO 94/26764. Los profarmacos también
pueden incluir compuestos antisentido en los que uno o ambos extremos comprenden bases nucleotidicas que se
escinden (p. €j., incorporando enlaces fosfodiéster en el esqueleto en los extremos) para producir el compuesto
activo.

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisioldgica y farmacéuticamente aceptables de
los compuestos de la invencion: es decir, sales que conservan la actividad biolégica deseada del compuesto
parental y que no producen efectos toxicologicos indeseados en el mismo. Las sales de sodio de los
oligonucledtidos antisentido son utiles y bien aceptadas para administracion terapéutica a seres humanos. En otra
realizacién, también se proporcionan las sales de sodio de los compuestos de Arnés.

Formulaciones

Los compuestos antisentido de la invencién también se pueden mezclar, encapsular, conjugar o, de otro modo,
asociar con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos.
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La presente invencion también incluye composiciones farmacéuticas y formulaciones que incluyen los compuestos
antisentido de la invencién. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar de
una serie de modos dependiendo de si se desea tratamiento local o sistémico y del area que se va a tratar. En una
realizacién preferida, la administracion es tdpica en la superficie del tracto respiratorio, particularmente pulmonar, por
ejemplo mediante nebulizacién, inhalacion o insuflacion de polvos o aerosoles, por boca y/o nariz.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion, que se pueden presentar de forma conveniente en forma
de monodosis, se pueden preparar de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la industria
farmacéutica. Dichas técnicas incluyen la etapa de poner en contacto los ingredientes activos con el(los)
transportador(es) farmacéutico(s) o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo en contacto
de forma uniforme y estrecha los ingredientes activos con transportadores liquidos o transportadores solidos
finamente divididos o con ambos y, después, en caso necesario, dando forma al producto en la formulacion deseada
(p- €j., en un tamafio de particula especifico para liberacién). En una realizacion preferida, las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencién se preparan para administracion pulmonar en un disolvente adecuado, por
ejemplo agua o solucién salina normal, posiblemente en una formulacién estéril, con transportadores u otros agentes
para permitir la formacion de gotas del diametro deseado para liberacion usando inhaladores, dispositivos de
liberacion nasal, nebulizadores y otros dispositivos para liberacion pulmonar. Como alternativa, las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion se pueden formular como polvos secos para usar en inhaladores de polvo
seco.

Un “transportador farmacéutico” o “excipiente” puede ser un disolvente farmacéuticamente aceptable, agente de
suspension o cualquier otro vehiculo farmacoldgicamente inerte para liberar uno o mas acidos nucleicos a un animal
y se conocen en la técnica. El excipiente puede ser liquido o sdlido y se selecciona, con el modo de administracion
previsto en mente, de modo que proporcione el volumen y la consistencia etc. deseados cuando se combina con un
acido nucleico y los otros componentes de una composicion farmacéutica dada.

Combinaciones

Las composiciones de la invencién pueden contener dos o mas compuestos antisentido. En otra realizacion
relacionada, las composiciones de la presente invencién pueden contener uno o mas compuestos antisentido,
particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer acido nucleico y uno o mas compuestos antisentido dirigidos a
un segundo acido nucleico diana. Como alternativa, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden contener dos 0 mas compuestos antisentido dirigidos a diferentes regiones del mismo acido nucleico diana.
Dos o mas compuestos combinados se pueden usar juntos o de forma secuencial. Las composiciones de la
presente invencion pueden también combinarse con otros agentes terapéuticos que no son el compuesto
antisentido.

Divulgacion no limitante

Aunque se han descrito ciertos compuestos, composiciones y procedimientos de la presente invenciéon con
especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los ejemplos siguientes sélo sirven para ilustrar los compuestos
de la invencion y no se pretende que limiten la misma.

Ejemplo 1
Disefio de compuestos antisentido modificados dirigidos a SMN2

De acuerdo con la presente divulgacion, los compuestos antisentido se disefiaron para ser dirigidos al intrén 6, el
exon 7 o el intron 7 de SMN2 (SEC ID N° 1). En referencia a la SEC ID N° 1, los nucleétidos 61 — 114 representan al
exon 7, mientras que los nucledtidos 1 — 60 y 115 — 174 representan porciones del intrén 6 y del intrén 7,
respectivamente. Los compuestos indicados en la Tabla 1 tienen una longitud de 12, 15, 16 o 18 nucledtidos y estan
compuestos por 2-O-metoxietilnucleétidos, también conocidos como nucleétidos 2-MOE. Los enlaces
internucleosidicos (esqueleto) son fosfodiéster a lo largo del oligonucleétido. Todos los residuos de citidina son 5-
metilcitidinas. El sitio diana indica el primer nimero de nucleétido (mas en 5’) de la secuencia diana (SEC ID N° 1) a
la que se une el oligonucledtido.

Tabla 1

Compuestos 2’-MOE dirigidos a SMN2

N° ISIS Sitio diana Region diana Longitud Secuencia (5’ a 3’) SEC ID N°
390645 1 Intrén 6 15 TAGATAGCTATATAT 2
393593 2 Intrén 6 15 ATAGATAGCTATATA 3
393592 3 Intrén 6 15 TATAGATAGCTATAT 4
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(continuacion)

Compuestos 2’-MOE dirigidos a SMN2

N° ISIS Sitio diana Regién diana Longitud Secuencia (5’ a 3’) SEC ID N°
393591 4 Intrén 6 15 ATATAGATAGCTATA 5
393590 5 Intrén 6 15 GATATAGATAGCTAT 6
393602 5 Intrén 6 12 ATAGATAGCTAT 7
390644 6 Intrén 6 15 AGATATAGATAGCTA 8
393601 6 Intrén 6 12 TATAGATAGCTA 9
393589 7 Intrén 6 15 TAGATATAGATAGCT 10
393600 7 Intrén 6 12 ATATAGATAGCT 11
393588 8 Intrén 6 15 ATAGATATAGATAGC 12
393599 8 Intrén 6 12 GATATAGATAGC 13
393587 9 Intrén 6 15 TATAGATATAGATAG 14
393598 9 Intrén 6 12 AGATATAGATAG 15
393586 10 Intrén 6 15 ATATAGATATAGATA 16
393597 10 Intrén 6 12 TAGATATAGATA 17
390643 11 Intrén 6 15 TATATAGATATAGAT 18
393596 11 Intrén 6 12 ATAGATATAGAT 19
393595 12 Intrén 6 12 TATAGATATAGA 20
393594 13 Intrén 6 12 ATATAGATATAG 21
390642 16 Intrén 6 15 ATAGCTATATAGATA 22
390641 21 Intrén 6 15 AAAAAATAGCTATAT 23
390640 26 Intrén 6 15 GTTAAAAAAAATAGC 24
390639 31 Intrén 6 15 AGGAAGTTAAAAAAA 25
390638 36 Intrén 6 15 AATAAAGGAAGTTAA 26
390637 41 Intrén 6 15 AGGAAAATAAAGGAA 27
390636 46 Intrén 6 15 CTGTAAGGAAAATAA 28
372641 61 Exén 7 15 ATTTTGTCTAAAACC 29
385909 62 Exén 7 15 GATTTTGTCTAAAAC 30
383497 63 Exén 7 12 TTTTGTCTAAAA 31
385908 63 Exén 7 15 TGATTTTGTCTAAAA 32
383496 64 Exén 7 12 ATTTTGTCTAAA 33
385907 64 Exén 7 15 TTGATTTTGTCTAAA 34
383495 65 Exén 7 12 GATTTTGTCTAA 35
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(continuacion)

Compuestos 2’-MOE dirigidos a SMN2

N° ISIS Sitio diana Region diana Longitud Secuencia (5’ a 3’) SEC ID N°
385906 65 Exén 7 15 TTTGATTTTGTCTAA 36
385910 65 Exén 7 16 TTTTGATTTTGTCTAA 37
372642 66 Exén 7 15 TTTTGATTTTGTCTA 38
383494 66 Exén 7 12 TGATTTTGTCTA 39
383493 67 Exén 7 12 TTGATTTTGTCT 40
385905 67 Exén 7 15 TTTTTGATTTTGTCT 41
383492 68 Exén 7 12 TTTGATTTTGTC 42
385904 68 Exén 7 15 CTTTTTGATTTTGTC 43
383491 69 Exén 7 12 TTTTGATTTTGT 44
383490 70 Exén 7 12 TTTTTGATTTTG 45
372643 71 Exén 7 15 CTTCTTTTTGATTTT 46
383489 71 Exén 7 12 CTTTTTGATTTT 47
383488 72 Exén 7 12 TCTTTTTGATTT 48
372644 76 Exén 7 15 CCTTCCTTCTTTTTG 49
372645 81 Exén 7 15 GAGCACCTTCCTTCT 50
372646 86 Exén 7 15 AATGTGAGCACCTTC 51
372647 91 Exén 7 15 TAAGGAATGTGAGCA 52
383470 92 Exén 7 18 AATTTAAGGAATGTGAGC 53
383477 92 Exén 7 15 TTAAGGAATGTGAGC 54
383469 93 Exén 7 18 TAATTTAAGGAATGTGAG 55
383476 93 Exén 7 15 TTTAAGGAATGTGAG 56
383487 93 Exén 7 12 AAGGAATGTGAG 57
383468 94 Exén 7 18 TTAATTTAAGGAATGTGA 58
383475 94 Exén 7 15 ATTTAAGGAATGTGA 59
383486 94 Exén 7 12 TAAGGAATGTGA 60
383467 95 Exén 7 18 CTTAATTTAAGGAATGTG 61
383474 95 Exén 7 15 AATTTAAGGAATGTG 62
383485 95 Exén 7 12 TTAAGGAATGTG 63
372648 96 Exén 7 15 TAATTTAAGGAATGT 64
383466 96 Exén 7 18 CCTTAATTTAAGGAATGT 65
383484 96 Exén 7 12 TTTAAGGAATGT 66
383473 97 Exén 7 15 TTAATTTAAGGAATG 67
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(continuacion)

Compuestos 2’-MOE dirigidos a SMN2

N° ISIS Sitio diana Region diana Longitud Secuencia (5’ a 3’) SEC ID N°
383483 97 Exén 7 12 ATTTAAGGAATG 68
383472 98 Exén 7 15 CTTAATTTAAGGAAT 69
383482 98 Exén 7 12 AATTTAAGGAAT 70
383471 99 Exén 7 15 CCTTAATTTAAGGAA 71
383481 99 Exén 7 12 TAATTRAAGGAA 72
372649 100 Exén 7 15 TCCTTAATTTAAGGA 73
383480 100 Exén 7 12 TTAATTTAAGGA 74
383479 101 Exén 7 12 CTTAATTTAAGG 75
383478 102 Exén 7 12 CCTTAATTTAAG 76
390646 115 Intrén 7 15 TGCTGGCAGACTTAC 77
390647 120 Intrén 7 15 CATAATGCTGGCAGA 78
393610 121 Intrén 7 15 TCATAATGCTGGCAG 79
393609 122 Intrén 7 15 TTCATAATGCTGGCA 80
393608 123 Intrén 7 15 TTTCATAATGCTGGC 81
387949 124 Intrén 7 20 ATTCACTTTCATAATGCTGG 82
393607 124 Intrén 7 15 CTTTCATAATGCTGG 83
393619 124 Intrén 7 12 TCATAATGCTGG 84
390648 125 Intrén 7 15 ACTTTCATAATGCTG 85
393618 125 Intrén 7 12 TTCATAATGCTG 86
393606 126 Intrén 7 15 CACTTTCATAATGCT 87
393617 126 Intrén 7 12 TTTCATAATGCT 88
393605 127 Intrén 7 15 TCACTTTCATAATGC 89
393616 127 Intrén 7 12 CTTTCATAATGC 90
393604 128 Intrén 7 15 TTCACTTTCATAATG 91
393615 128 Intrén 7 12 ACTTTCATAATG 92
393603 129 Intrén 7 15 ATTCACTTTCATAAT 93
393614 129 Intrén 7 12 CACTTTCATAAT 94
390649 130 Intrén 7 15 GATTCACTTTCATAA 95
393613 130 Intrén 7 12 TCACTTTCATAA 96
393612 131 Intrén 7 12 TTCACTTTCATA 97
393611 132 Intrén 7 12 ATTCACTTTCAT 98
390650 135 Intrén 7 15 AGTAAGATTCACTTT 99
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(continuacion)

Compuestos 2’-MOE dirigidos a SMN2

N° ISIS Sitio diana Region diana Longitud Secuencia (5’ a 3’) SEC ID N°
390651 140 Intrén 7 15 ACAAAAGTAAGATTC 100
390652 145 Intrén 7 15 GTTTTACAAAAGTAA 101
390653 150 Intrén 7 15 ATAAAGTTTTACAAA 102
390654 155 Intrén 7 15 AAACCATAAAGTTTT 103
390655 160 Intrén 7 15 TCCACAAACCATAAA 104

Otras secuencias de acido nucleico para los genes de SMN estan disponibles publicamente y son bien conocidas en
la técnica. Por ejemplo, los nimeros de acceso en Genbank: NM_000344, NM_022874, NM_022875, U43883,
AC140134, AC139778, AC010237, AC022119 y AC004999 proporcionan secuencias de nucleétidos de SMN1 o
SMN2.

Ejemplo 2
Tratamiento con compuestos oligoméricos

Cuando las células alcanzan la confluencia adecuada, fueron tratadas con oligonucledtido usando un método de
transfeccion tal como se ha descrito.

LIPOFECTIN™

Cuando las células alcanzan una confluencia del 65 - 75% fueron tratadas con oligonucledétido. El oligonucleétido se
mezclé con LIPOFECTIN™ Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) en medio Opti-MEM™ con reduccién de
suero (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) para alcanzar la concentracion deseada del oligonucledétido y una
concentracion de LIPOFECTIN™ de 2,5 o 3 pg/ml por oligonucleétido 100 nM. Esta mezcla de transfeccion se
incub6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 0,5 horas. Para las células cultivadas en placas de 96
pocillos, las células se lavaron una vez con 100 ul de OPTI-MEM®-1 y después se trataron con 130 pl de la mezcla
de transfeccién. Las células cultivadas en placas de 24 pocillos u otras placas de cultivo tisular estandar se trataron
de forma similar, usando volumenes adecuados de medio y de oligonucleétido. Las células fueron tratadas y los
datos se obtuvieron por duplicado o por triplicado. Tras aproximadamente 4-7 horas de tratamiento a 37 °C, el medio
que contenia la mezcla de transfeccion se reemplazé con medio de cultivo fresco.

Electroporacion

Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80% fueron tratadas con oligonucleétido mediante
electroporacion. Las concentraciones de oligonucleétidos usadas en los experimentos de electroporacion varian de
0,1 a 40 pM. Las células se recogen mediante tripsinizacion rutinaria para producir una Unica suspension celular.
Tras el recuento celular usando un hemocitémetro y sedimentar mediante centrifugacion, las células se resuspenden
en medio de suero reducido OPTI-MEM™-1 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) para alcanzar una
densidad de 1 x 10’ células/ml. Las células se mezclan con la concentracion deseada del oligonucledtido y se
transfiere a una cubeta de electroporacion de 0,1 cm (BTX Molecular Delivery Systems, Hollister, MA). Las células
se someten a un Unico pulso usando un aparato de electroporacion (por ejemplo, el BTX Electro Square Porator
T820 o the BTX HT300, BTX Molecular Delivery Systems, Hollister, MA), diluido en medio de cultivo y sembrado en
placas de 24 pocillos. Las células se trataron y los datos se obtuvieron por duplicado o por triplicado.

Ejemplo 3
Minigenes para los estudios de corte y empalme de SMN2

Todos los constructos de SMN son derivados de pCITel (Lorson and Androphy, Hum. Mol. Genet., 2000, 9, 259-
265). Los cebadores usados para generar cada constructor de SMN2 se muestran en la Tabla 2. usando un kit de
Quickchange (Stratagene, La Jolla, CA), se inserté un sitio Xbal mediante mutagénesis dirigida a sitio en el
nucledtido 7170 (en el intron 7) para generar pCI-SMNx-wt. Para los estudios de transcripcion in vitro, el intrén 6 se
acortd mediante PCR de solapamiento-extension para generar pCISMNxA6-wt, delecionando 5.570 nucledtidos de
la posicion 1235 al sitio Bell en el nucledtido 6805. Se realizaron dos grupos de PCR con la polimerasa Pfu y
pCISMNx-wt como molde. La primera PCR se realizé con los cebadores CIF1 y A6-bclR, la segunda con los
cebadores smnA6vrlp y CIR. Los productos de la PCR se purificaron, se combinaron y se reamplificaron con los
cebadores externos (CIF1 y CIR). El producto final se digiri6 con Xhol y Notl y se subcloné en volvié a insertar en
pCISMNx-wt digerido con las mismas enzimas. Todos los constructos se verificaron mediante secuenciacion directa.
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Los moldes se generaron para la transcripcion in Vitro mediante amplificacion por PCR de pCISMNxA6-wt usando
los cebadores CIF2 y smn8-75+5R. Los productos finales contenian un promotor T7, el exén 6 (124 nt), un intrén 6
mas corto (200 nt), el exén 7 (54 nt), el intrédn 7 (444 nt) y 75 nt del exon 8, seguido de un sitio consenso de corte y
empalme en 5 (GTAAGTACTT; SEC ID N° 22) (Cartegni y Krainer, Nature Genet., 2002, 30, 377-384; documento
WO 02/38738).

Tabla 2
Cebadores usados para generar minigenes y moldes de SMN2
Constructo Nombre del Secuencia del cebador SEC ID N°
cebador
pCIl-SMNx-wt smnl7xbaF AGATAAAAGGTTAATCTAGATCCCTACTAGAATTCTC 106
pCIl-SMNx-wt smnl7xbaR GAGAATTCTAGTAGGGATCTAGATTAACCTTTTATCT 107
pCISMNxAG-wt CIF1 AATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTC 108
pCISMNxAG-wt A6-bclR AATATGATCAGCAAAACAAAGTCACATAACTAC 109
pCISMNxAG-wt smnA6-vrlp | GTGACTTTGTTTTGCTGATCATATTTTGTTGAATAAAATAAG 110
pCISMNxAG-wt CIR AATGTATCTTATCATGTCTGCTCG 111
Moldes in vitro CIF2 AATGTATCTTATCATGTCTGCTCG 112
Moldes in vitro | Smn8-75+5'R AAGTACTTACCTGTAACGCTTCACATTCCAGATCTGTC 113

Ejemplo 4
Efecto de los compuestos antisentido sobre el corte y empalme de SMN2 en extractos acelulares

Los compuestos antisentido de 2’-MOE disefiados para apuntar al exéon 7 de SMN2 se evaluaron por su efecto sobre
el corte y empalme de SMN2. Los moldes para los estudios de corte y empalme de SMN2 in Vitro se generaron
como se describe en el Ejemplo 3'. Transcritos de desplazamiento de T7 con capuchén en 5' de productos
purificados por PCR se marcaron de forma uniforme con [G-SZP]-UTP y se purificaron mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida desnaturalizante, Los transcritos marcados in vitro se sometieron a corte y empalme en extractos
nucleares de He o de extractos S 100 Mayeda y Krainer, Methods Mol. Biol., 1999, 118, 315-321; Mayeda y Krainer,
Methods Mol. Biol., 1999, 118, 309-314) incubando 10 fmol del transcrito en 12,5 pul de reacciones de corte y
empalme estandar que contienen 3 pl de extracto nuclear o 2 pul de extracto S100. Los extractos no contenian
oligonucledtido antisentido o se complementaban con , 5, 10, 25, 50, 100, 200 o 400 nM of ISIS 372641, ISIS
372642, I1SIS 372643, ISIS 372644, ISIS 372645, ISIS 372646, I1SIS 372647, ISIS 372648 o ISIS 372649. En este
estudio también se us6 el oligonucledtido control ISIS 372693 (TTGTATTCTATGTTT; SEC ID N° 114). La
concentracion de MgCl; de la mezcla de corte y empalme fue 1,6 mM. Tras la incubacion a 30 °C durante 4 horas se
extrajo el ARN y se analizé en geles de poliacrilamida desnaturalizante al 8 %, seguido de autorradiografia y analisis
de fosforoimager. La inclusion del exén se calculé como un porcentaje de la cantidad total del ARNm sometido a
corte y empalme (incluido el ARNm x 100/(incluido el ARNm + ARNm sorteado).

Los resultados mostraron los diversos oligonucleétidos antisentido de SMN2 alteraban el corte y empalme del exén 7
de SMN2, mientras que el oligonucledtido control ISIS 372693 no tuvo ningun efecto. ISIS 372641 estimulo el sorteo
del exdn 7 de SMN2 de un modo dependiente de la dosis. El exén 7 se incluyé en unicamente el 2 % de los
transcritos de SMN2 sometidos a corte y empalme con 400 nM de ISIS 372641, en comparacién con el 26 % de los
transcritos incubados sin oligonucleétido. De un modo similar, ISIS 372646 inhibié la inclusion del exén 7 de un
modo dependiente de la dosis con un 16 % de los transcritos de SMN2 sometidos a corte y empalme que contienen
el exén 7, en comparacion con un 32 % de los transcritos incubados sin oligonucleétido. En contraste con esto, ISIS
372642 inhibio el sorteo del exdn 7 de un modo dependiente de la dosis. El porcentaje de los transcritos de SMN2
sometidos a corte y empalme que contenian el exén 7 aumento del 28 % cuando se incub6 con oligonucledtido a un
40 % cuando se incubd con 400 nM de ISIS 372642. ISIS 372648 también aumento la inclusion del exén 7 con 69 %
de los transcritos de SMN2 que contienen el exén 7 cuando se incubd con la concentraciéon mas alta de
oligonucledtido en comparacion con el 42 % de los transcritos cuando se incubd sin oligonucleétido. Los extractos
que contenian ISIS 372643 también mostraron un ligero incremento en la inclusién del exén 7 a las concentraciones
de oligonucledétidos mas altas. En conjunto, estos resultados ilustran que los oligonucleétidos antisentido dirigidos al
exon 7 de SMN2 son capaces de alterar el corte y empalme de los transcritos para estimular o inhibir la inclusion del
exon 7.
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Ejemplo 5
Efecto de los compuestos antisentido sobre el corte y empalme de SMN2 en células HEK293

Los compuestos antisentido dirigidos al exdon 7 de SMN2 se evaluaron para determinar sus efectos sobre el corte y
empalme de SMN2 en células cultivadas. Las células HEK293 se sometieron a electroporaciéon con 10 ug de SMN2
minigen y 10 uM del oligonucleétido antisentido de SMN2 ISIS 372641, ISIS 372642, ISIS 372643, ISIS 372644, ISIS
372645, I1SIS 372646, ISIS 372647, ISIS 372648 o ISIS 372649, o el oligonucledtido control ISIS 372693. Sesenta
horas tras la transfeccion se aisld el ARN total usando reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Un ng del ARN total tratado con DNasa se us6 para generar secuencias de ADNc de la
primera hebra con oligo(dT) y transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen) y el ADNc se amplificé de forma
semicuantitativa mediante 16 ciclos de PCR (94 °C durante 30 s, 57,5 °C durante 30 s, 72 °C durante 90 s) en
presencia de [cx-32P]dCTP (Lorson and Androphy, Hum. Mol. Genet., 2000, 9, 259-265). Los productos de la PCR se
analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante al 6 %, seguido de autorradiografia y
analisis con fosforimager. La inclusion del exén se calculd como un porcentaje de la cantidad total del ARNm
sometido a corte y empalme (incluido el ARNm x 100/(incluido el ARNm + ARNm sorteado). El porcentaje de
transcritos de SMN2 sometidos a corte y empalme que contienen el exén 7 (% de inclusion) se muestra en la Tabla
3. El sitio diana de cada oligonucledtido relativo a la SEC ID N° 1 también esta indicado.

Tabla 3
Efecto de los compuestos antisentido de SMN2 en la inclusion del exén 7
N° ISIS Sitio diana % de inclusién
372641 61 6,4
372642 66 67,4
372643 71 34,9
372644 76 12,9
372645 81 7,8
372646 86 11,8
372647 91 9,5
372648 96 75,2
372649 100 55,1
372693 Control 57,7

En comparacion con el oligonucleétido control, la transfeccion con ISIS 372642 o 372648 tuvo como resultado un
mayor porcentaje de transcritos de SMN2 con el exén 7 incluido, lo que es consistente con los resultados obtenidos
de ensayos in vitro. El tratamiento con ISIS 372641, ISIS 372644, ISIS 372645, I1SIS 372646 and ISIS 372647 tuvo
como resultado el incremento mas significativo en el sorteo del exoén 7.

Los oligonucleodtidos antisentido de SMN2 se evaluaron adicionalmente para determinar sus efectos sobre el corte y
empalme del pre-ARNm de SMN1 y SMN2 en células cultivadas. Las células HEK293 se sometieron a
electroporacion con 10 pg de oligonucledtido antisentido de SMN2 ISIS 372641, ISIS 372642, ISIS 372643, ISIS
372644, I1SIS 372645, ISIS 372646, I1SIS 372647, ISIS 372648 o ISIS 372649, o el oligonucledtido control ISIS
372693. Sesenta horas tras la transfeccion se aislo el ARN y se realizé RT-PCR como se ha descrito anteriormente
para examinar los cambios en el corte y empalme de los pre-ARNm de SMN1 y SMNZ2. Los productos de la PCR se
digirieron con Ddel para distinguir entre SMN1 y SMN2, se separaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilaminda desnaturalizante al 6 % y se analizaron mediante autorradiografia. El porcentaje de transcritos de
SMN1 y SMN2 sometidos a corte y empalme que contienen el exdn 7 (% de inclusion se muestra en la Tabla 4).
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Tabla 4
Efecto de los oligonucleoétidos antisentido de SMN2 sobre el corte y empalme
de los pre-ARNm de SMN1 y SMN2
N ISIS % de inclusion en SMN1 % de inclusion en SMN2
372641 82,5 11,1
372642 96,2 69,5
372643 94,1 28,8
372644 68,5 23,8
372645 47,3 15,2
372646 57,7 20,2
372647 58,8 12,8
372648 93,1 52,2
372649 94,8 49,3
372693 95,1 50,1

De acuerdo con resultados anteriores, la transfeccion con ISIS 372642 y ISIS 372648 condujo al mayor nivel de
inclusién del exén 7 en los transcritos de pre-ARNm de SMN2. ISIS 372641, ISIS 372644, ISIS 372645, ISIS 372646
y ISIS 372647 redujeron significativamente el porcentaje de transcritos de SMN1 que contienen el exén 7, Estos
oligonucledtidos, junto con ISIS 372643, también redujeron la inclusion del exén 7 en los ARNm de SMNZ2.

Los oligonucléotidos antisentido adicionales dirigidos al extremo 3’ del exdon 7 de SMN2 (véase la Tabla 1) se
evaluaron para determinar sus efectos sobre el corte y empalme del pre-ARNm de SMN2. Las células HEK293 se
sometieron a electroporacion con 10 uM de los oligonucledtidos antisentido de SMN2 ISIS 383466, ISIS 383467,
ISIS 383468, ISIS 383469, ISIS 383470, ISIS 383471, ISIS 383472, ISIS 383473, ISIS 383474, ISIS 383475, ISIS
383476, ISIS 383477 o ISIS 372648, o con un oligonucledtido control. Cincuenta horas tras la transfeccion se aislo el
ARN vy se realiz6 la RT-PCR como se ha descrito con anterioridad para analizar los cambios de corte y empalme del
pre-ARNm de SMN2. Los productos de la PCR se digirieron con Ddel para distinguir entre SMN1 y SMN2, se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilaminda desnaturalizante al 6% y se analizaron mediante
autorradiografia. El porcentaje de transcritos de SMN2 sometidos a corte y empalme que contienen el exén 7 (% de
inclusién) se muestra en la Tabla 5. También se indican la longitud y el sitio diana de cada oligonucleoétido relativos a
la SEC ID N° 1.

Tabla 5

Efecto de los oligonucleoétidos antisentido de SMN2 sobre el corte y empalme de los pre-ARNm de SMN2

N° ISIS Sitio diana Longitud % de inclusién
383470 92 18 4,9
383477 92 15 5,3
383469 93 18 18,9
383476 93 15 32,8
383468 94 18 18,7
383475 94 15 84,8
383467 95 18 8,1
383474 95 15 77,0
372648 96 15 59,6
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(continuacion)

Efecto de los oligonucleoétidos antisentido de SMN2 sobre el corte y empalme de los pre-ARNm de SMN2

N° ISIS Sitio diana Longitud % de inclusién
383466 96 18 37,5
383473 97 15 42,2
383472 98 15 45,0
383471 99 15 37,1
Control N/A N/A 41,3
Vehiculo N/A N/A 41,4

Los resultados demuestran que una serie de oligonucledtidos antisentido de SMN2 pueden alterar el corte y
empalme de los pre-ARNM de SMN2. ISIS 383467, ISIS 383468, ISIS 383469, ISIS 383470, ISIS 383476 e ISIS
383477 inhibieron la inclusion del exon 7; ISIS 383474, I1SIS 383475 e ISIS 372648 aumentaron significativamente la
inclusion del exdn 7; e ISIS 383466, ISIS 383471, ISIS 383472 e ISIS 383473 parecia que tenian muy poco efecto
sobre el corte y empalme de SMND respecto al oligonucleétido y a los vehiculos control Estos resultados sugieren
que los oligonucléotidos de SMN2 con un sitio diana entre los nucleotidos 94 . 96 son particularmente eficaces en la
consecucion de la inclusion del exén 7 durante el corte y empalme del pre-ARNm de SMN2 y también sugiere que
los oligonucléotidos de 15 nucledtidos de longitud son mas eficaces que los de 18 nucleétidos de longitud.

Ejemplo 6
Efecto de los compuestos antisentido sobre el corte y empalme de SMN2 en células fibroblastos de SMA

De acuerdo con la presente divulgacion, los oligonucleétidos antisentido de SMN2 se analizaron en células
fibroblastos procedentes de un paciente con SMA de tipo | (linea celular 3813; Coovert y col., Human Mol. Genet.,
1997, 6, 1205-1214). Los fibroblastos de SMA contienen SMN2, pero no expresan SMN1. Los fibroblastos de SMA
se sometieron a lipofeccion con 200 nM de los oligonucledtidos antisentido de SMN2 ISIS 372641, ISIS 372642, ISIS
372643, ISIS 372644, ISIS 372645, ISIS 372646, ISIS 372647, I1SIS 372648 o ISIS 372649, o el oligonuclestido
control ISIS 72693. Setenta horas tras la transfeccion se aislé el ARN y se realizé RT-PCR como se ha descrito
anteriormente para examinar los cambios en el corte y empalme de los pre-ARNm de SMN2 enddgena. Los
productos de la PCR se separaron mediante electroforesis y se analizaron mediante autorradiografia. El porcentaje
de transcritos de SMN2 sometidos a corte y empalme que contienen el exén 7 (% de inclusién) se muestra en la
Tabla 6. El sitio diana de cada oligonucleétido relativo a la SEC ID N° 1 también esta indicado.

Tabla 6
Efecto de los oligonucleoétidos antisentido de SMN2 en la inclusion del exon 7 en
fibroblastos de SMA

N° ISIS Sitio diana % de inclusién
372641 61 41,8
372642 66 55,2
372643 71 40,9
372644 76 43,4
372645 81 43,7
372646 86 38,8
372647 91 43,6
372648 96 49,8
372649 100 48,8
372693 Control 48,7

PBS N/A 48,8
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De acuerdo con hallazgos anteriores, el tratamiento con ISIS 372642 e ISIS 372648 generd un mayor porcentaje de
productos de corte y empalme de SMN2 que contienen el exén 7.

Se realiz6 un segundo experimento para evaluar ISIS 372642 e ISIS 383475 en fibroblastos de SMA. Los
fibroblastos de SMA se sometieron a lipofeccién con 200 nM de ISIS 372642, 200 nM de ISIS 383475, o 100 nM de
ISIS 372642 en combinacién con 100 nM de ISIS 383475. ISIS 372693 (200 nM) y vehiculo de forma individual
también se usaron como controles. Cincuenta horas tras la transfeccion se aislé el ARN y se realizé la RT-PCR. Los
productos de la PCR se separaron mediante electroforesis y se analizaron mediante autorradiografia. El porcentaje
de transcritos de SMN2 sometidos a corte y empalme que contienen el exén 7 (% de inclusién) se muestra en la
Tabla 7.

Tabla 7
Efecto de ISIS 372642 e ISIS 383475 sobre la inclusion del exén 7 en fibroblastos de SMA
Tratamiento (N° ISIS) % de inclusién
372642 47,8
383475 53,9
372642y 383475 49,2
372693 36,3
Vehiculo 35,0

Los resultados demuestran que el tratamiento con ISIS 372642 o ISIS 383475, solos o combinados, conduce a una
mayor inclusion del exon 7 en los transcritos de SMA.

Ejemplo 7
Microcamino de los sitios diana de ISIS 372642 e ISIS 372648

Los estudios mostrados anteriormente demostraron que tanto ISIS 372642 como ISIS 372648 eran eficaces en la
estimulacion de la inclusion del exon 7 en SMN2. Para evaluar adicionalmente los sitios diana que rodean a estos
compuestos se disefiaron compuestos adicionales como 1 microcamino del nucleétido alrededor de cada sitio
(véanse en la Tabla 1 las secuencias y los sitios diana). Para cada microcamino se disefiaron diez compuestos de
12 nucledtidos de longitud. Se disefiaron siete compuestos adicionales de 15 o 16 nucledtidos de longitud dirigidos a
la region de ISIS 372642. Los compuestos antisentido dirigidos al extremo 3’ del exé6n 7 (ISIS 383466-382477),
descritos anteriormente en el Ejemplo 5 se incluyeron para comparar con los compuestos del microcamino de ISIS
372648. Cada compuesto se evalud en el ensayo de corte y empalme del minigen de SMN2 y el ensayo de corte y
empalme de SMN1/SMN2 en células HEK293. Ambos ensayos se describen en los ejemplos anteriores en el
presente documento. Los resultados se muestran en las Tablas 8 y 9.

Tabla 8
Compuestos del microcamino de ISIS 372642: Efecto sobre la inclusion del exén 7
N° ISIS Sitio diana Longitud % de inclusién en % de inclusién % de inclusién
minigen de SMN2 | de SMN2 endogena | de SMN1 endégena
385909 62 15 44 43 81
383497 63 12 55 51 86
385908 63 15 49 53 85
383496 64 12 32 36 81
385907 64 15 56 54 86
383495 65 12 54 49 85
385906 65 15 56 57 87
385910 65 16 60 66 89
372642 66 15 66 74 89
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(continuacion)

Compuestos del microcamino de ISIS 372642: Efecto sobre la inclusion del exén 7

N° ISIS Sitio diana Longitud % de inclusién en % de inclusién % de inclusién
minigen de SMN2 | de SMN2 endogena | de SMN1 endégena
383494 66 12 57 51 86
383493 67 12 57 52 85
385905 67 15 74 85 89
383492 68 12 60 56 85
385904 68 15 9 6 19
383491 69 12 38 41 81
383490 70 12 51 49 84
383489 71 12 13 27 76
383488 72 12 24 38 82
Control N/A N/A 52 51 86
Control N/A N/A 53 50 86
Tabla 9
Compuestos del microcamino de ISIS 372648: Efecto sobre la inclusiéon del exén 7
N°1SIS Sitio diana | Longitud :/:li(rj]‘ieg?:lt;lesiglr\;lﬁg % de inclus’ic’)n % de inclus’ic')n
Minigene de SMN2 endogena | de SMN1 endégena
383470 92 18 8 12 63
383477 92 15 6 7 38
383469 93 18 29 26 89
383476 93 15 36 31 87
383487 93 12 11 16 79
383468 94 18 31 26 88
383475 94 15 85 88 96
383486 94 12 44 41 91
383467 95 18 14 13 82
383474 95 15 79 71 94
383485 95 12 63 60 93
372648 96 15 70 57 93
383466 96 18 38 43 92
383484 96 12 65 56 92
383473 97 15 62 53 94
383483 97 12 63 56 94
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(continuacion)

Compuestos del microcamino de ISIS 372648: Efecto sobre la inclusiéon del exén 7
o - —
VIS5 | Sido dana | Longitu | minigendo SUNE | e inchision | %de nlusén
inigene
383472 98 15 41 46 93
383482 98 12 59 45 94
383471 99 15 38 47 92
383481 99 12 42 46 92
383480 100 12 39 48 91
383479 101 12 44 44 92
383478 102 12 47 41 93
Control N/A N/A 41 44 93
Control N/A N/A 44 48 92

De acuerdo con los resultados anteriores, el tratamiento con ISIS 372642, ISIS 372648 o ISIS 383475 condujo a un
incremento significativo de la inclusion del exén 7. Ademas se identific6 que , ISIS 385905 era un compuesto
particularmente eficaz en la estimulacion de la inclusién del exén 7. Para evaluar adicionalmente ISIS 385905 e ISIS
383475, se realizaron estudios de dosis-respuesta y duracién de la accion. Para determinar el efecto de la dosis del
oligonucledtido, las células HEK293 se sometieron a electroporacion con 385905 o ISIS 383475 a una concentracion
de 0,0,2,0,5,1, 2,5, 10 0 20 uM. Sesenta horas después de la electroporacion se aislé el ARN y se realiz6 la RT-
PCR como se ha descrito anteriormente para determinar la extensién de la inclusion del exén 7. Los resultados
expresados como el % de inclusidn del exén 7 se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10

Dosis-respuesta de of ISIS 385905 e ISIS 383475

NeISIS|OpM | 0,2 yM | 0,5 M | 1,0 uM | 2,0 pM | 5,0 uM | 10 M | 20 uM

385905| 50 53 61 65 74 78 82 87

383475| 51 57 65 72 77 83 87 89

Los resultados muestran un incremento dependiente de la dosis de la inclusién del exén 7 tras tratamiento con
cualquier compuesto. Para evaluar la duracion de la accion, las células HEK293 se sometieron a electroporacion con
10 uM de cualquier compuesto y se aislé el ARN y se sometié a RT-PCR los dias 0, 1, 2, 3, 4 y 5. Los resultados,
expresados como el % de inclusion del exén 7, se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11

Duracion de la accion de ISIS 385905 e ISIS 383475

N°ISIS | Dia0 | Dia1 | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5

385905 | 49 80 83 82 85 79

383475 | 48 84 89 88 89 83

Estos resultados demuestran un incremento significativo de la inclusion del exén 7 tras el tratamiento con cualquiera
de los compuestos y también muestran que los compuestos son eficaces durante al menos cinco dias.

En conjunto, los resultados de los experimentos detallados anteriormente demuestran que los compuestos
antisentido que tienen un sitio diana (nucledtido mas en 5’ al que se une el compuesto) de los nucleétidos 64-68 o
94-97 de SEC ID N° 1 son mas eficaces en la estimulaciéon de la inclusion del exén 7 en los transcritos de SMN2.
Los sitios diana de estos compuestos solapan con los elementos ESS (silenciador del corte y empalme exénico)
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previstos, sin tener un solapamiento significativo con los elementos ESE (potenciador del corte y empalme exdnico)
previstos. Por tanto, los compuestos antisentido descritos en el presente documento pueden funcionar bloqueando la
union de los factores de corte y empalme trans a determinados elementos reguladores en cis, de modo que influye
sobre la seleccion del sitio de corte y empalme y, especificamente, sobre la inclusion o exclusion del exén 7 de los
ARNmM de SMN2.

Ejemplo 8
Efecto de los compuestos dirigidos al exén 7 o al intron 7 sobre la inclusion del exén 7

En ejemplos anteriores del presente documento se ha demostrado que los compuestos antisentido ISIS 372642,
ISIS 385905 e ISIS 383475, cada uno de los cuales dirigidos al exdn 7, aumentaban significativamente la inclusion
del exén 7 de SMN2. Estos compuestos dirigidos al exén 7 y un compuesto dirigido al intron 7 de SMN2 (ISIS
387949) se compararon en lo que respecta a su capacidad para estimular la inclusiéon del exén 7. Como se ha
descrito en ejemplos anteriores del presente documento, las células HEK293 se sometieron a electroporacion con 10
pM de oligonucledtido y se realizd RT-PCR tras dos dias para analizar los cambios del corte y empalme de SMN1 y
SMN2 endégenas. En comparacion con el oligonucleétido control, los compuestos dirigidos al exén 7 exhibian un
incremento significativo de la inclusion del exén 7, como era de esperar. Ademas, el compuesto dirigidos al intrén 7
condujo a la incorporacion del exén 7 en casi todos los ARNm de SMN1 y SMN2. Estos Resultados sugieren que los
compuestos antisentido dirigidos a las secuencias intrénicas también contribuyen a la incorporaciéon del exén 7 de
SMN2. Se sabe que las secuencias intrénicas contienen elementos reguladores del corte y empalme (es decir,
potenciadores del corte y empalme intrénico y silenciadores del corte y empalme intrénico), lo que proporciona un
posible mecanismo de accién para ISIS 387949.

Ejemplo 9
Mapeo sistematico de los silenciadores del corte y empalme intronico (ISS)

Para investigar adicionalmente si los compuestos antisentido dirigidos a los intrones que flanquean al exén 7 de
SMN2 podian alterar la inclusiéon del exén 7, por ejemplo interfiriendo con los silenciadores de corte y empalme
intrénico, se disefiaron compuestos dirigidos a 60 nucledtidos del intrén 6 (nucleétidos 1-60 de SEC ID N° 1) o a los
60 nucledtidos del intron 7 (nucledtidos 115-174 de SEC ID N° 1) inmediatamente adyacentes al exén 7. Los
compuestos antisentido dirigidos al intrén 6 (ISIS 390636, ISIS 390637, ISIS 390638, ISIS 390639, ISIS 390640,
ISIS 390641, ISIS 390642, ISIS 390643, ISIS 390644 e ISIS 390645) o al intrén 7 (ISIS 390646, ISIS 390647, ISIS
390648, ISIS 390649, ISIS 390650, ISIS 390651, ISIS 390652, ISIS 390653, ISIS 390654 e ISIS 390655) se
muestran anteriormente en la Tabla 1. Cada compuesto se analizé en tres ensayos diferentes para evaluar su efecto
sobre la inclusion del exén 7: Corte y empalme del minigen de SMN2 en extractos acelulares, corte y empalme del
minigen de SMN2 en células HEK293 transfectadas y corte y empalme de SMN2 enddgena en células HEK293. Los
resultados obtenidos de los tres ensayos demostraron que varios compuestos antisentido podian aumentar la
inclusion del exdn 7, en concreto ISIS 390644 and ISIS 390648 fueron los mas efectivos como compuestos dirigidos
al intrén 6 y al intron 7, respectivamente.

Para investigar adicionalmente las regiones dirigidas por ISIS 390644 e ISIS 390648, se disefiaron compuestos
adicionales como microcaminos alrededor de estas secuencias diana (véase en la Tabla 1 las secuencias. Para
estos experimentos, los compuestos de 12 y 15 nucleétidos de longitud se disefiaron y analizaron de acuerdo con
los procedimientos detallados en los ejemplos anteriores del presente documento. Se analizaron los compuestos
dirigidos a la region de ISIS 390644 (intrén 6) en el ensayo del minigen de SMN2 y el ensayo de SMN1/SMN2
enddgenas en células HEK293. Los resultados se muestran en la tabla 12.

Tabla 12

Resultados del microcamino del compuesto ISIS 390644 del intron 6
N°ISIS | Sitio diana | Longitud % de inclct;:ié')“r;lﬁg minigen % de in::‘l:’s;g::an SMN2
393586 10 15 10 32
393587 9 15 18 44
393588 8 15 32 60
393589 7 15 59 79
390644 6 15 65 75
393590 5 15 49 67
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Resultados del microcamino del compuesto ISIS 390644 del intron 6
N°ISIS | Sitio diana | Longitud % de incltl;:ié')“r;lﬁg minigen % de in::‘l:’s;g::an SMN2
393591 4 15 20 46
393592 3 15 22 44
393593 2 15 29 50
393594 13 12 20 44
393595 12 12 13 39
393596 11 12 15 44
393597 10 12 13 39
393598 9 12 17 48
393599 8 12 30 64
393600 7 12 28 62
393601 6 12 44 63
393602 5 12 29 46
Control N/A N/A 22 43

Como se muestra en la Tabla 12, los compuestos antisentido que tienen un sitio diana de los nucleétidos 5-8 (SEC
ID N° 2) tienen como resultado un mayor porcentaje de transcritos que contienen el exén 7. Estos hallazgos sugieren
que esta region del intron 6 contiene un silenciador de corte y empalme intrénico que normalmente funciona
inhibiendo la inclusiéon del exén 7. Tras el bloqueo de este elemento regulador, la seleccién del sitio de corte y

empalme se altera para estimular la inclusion del exén 7.

Se analizaron los compuestos dirigidos a la region 390648 (intron 7) usando el ensayo del minigen de SMN2 in vitro
y en células HEK293 transfectadas y se analizaron en el ensayo de corte y empalme de SMN2 enddgena en células

HEK?293, Los resultados se muestran en la tabla 13.

Tabla 13
Resultados del microcamino del compuesto ISIS 390648 del intron 7
o % de inclusion en | o 4o inclusion en 0 : L
N°ISIS | sitio diana Longitud mlnlgenvciit?OSMNZ n minigen de SMN2 de/gl\(lilillznecrl\l:isc’:g:e‘na
393603 129 15 43 51 76
393604 128 15 46 75 97
393605 127 15 57 97 100
393606 126 15 56 97 100
390648 125 15 53 98 100
393607 124 15 67 100 100
393608 123 15 75 100 100
393609 122 15 60 97 100
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(continuacion)

Resultados del microcamino del compuesto ISIS 390648 del intron 7
o % (.je Inclusién eN | o de inclusion en o . L.
N°ISIS Sitio diana | Longitud mlnlgenvciit?OSMNZ n minigen de SMN2 de/gl\?lillznec:\l:isc’:g:;na
393610 121 15 54 58 78
393611 132 12 41 17 40
393612 131 12 39 30 58
393613 130 12 42 43 64
393614 129 12 48 43 64
393615 128 12 38 36 44
393616 127 12 38 30 90
393617 126 12 36 30 92
393618 125 12 44 71 97
393619 124 12 69 92 97
Control N/A N/A 28 23 44

Aunque todos los compuestos condujeron a un incremento de la inclusion del exén 7, los compuestos con sitios

diana entre los nucleétidos 121 y 129 (SEC ID N° 1) fueron mas eficaces.

Se evaluaron adicionalmente determinados compuestos dirigidos al intron 7 sobre la inclusion del exén 7 de SMN2
tras la transfeccion a una dosis baja de oligonucledtido de 0,1 uM. Como se ha descrito anteriormente, las células
HEK293 se sometieron a electroporacion con ISIS 393605, ISIS 393606, ISIS 390648, ISIS 393607, ISIS 393608,
ISIS 393609, ISIS 393617, ISIS 393618 o ISIS 393619 y se determinaron los niveles de los productos de corte y

empalme de SMN2 endoégena. Los resultados se muestran en la tabla 14.

Como se muestra en la Tabla 14, incluso a una dosis muy baja los compuestos antisentido dirigidos al intron 7 son
eficaces en la estimulacion de la inclusion del exén 7. En conjunto, estos resultados sugieren que la region cerca del
extremo 5’ del intrén 7 (que abarca los nucledtidos 121-129 de la SEC ID N° 1) contiene un silenciador de corte y

Tabla 14
Efecto sobre la incorporacion del exéon 7 tras tratamiento con dosis baja
N° ISIS Sitio diana Longitud % de inclusién en SMN2
endogena
393605 127 15 56
393606 126 15 58
390648 125 15 60
393607 124 15 60
393608 123 15 63
393609 122 15 53
393617 126 12 51
393618 125 12 51
393619 124 12 57
Control N/A N/A 49
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empalme intrénico.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Isis Pharmaceuticals, Inc SEQUENCE LISTING cold spring Harbor Laboratory Brenda F. Baker Adrian
R. Krainer Yimin Hua

<120> COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS PARA MODULAR EL CORTE Y EMPALME DE SMN2
<130> CORE0058WO

<150> 60/693.542
<151> 23-06-2005

<160> 114

<170> FastSEQ para Windows version 4.0
<210> 1

<211> 174

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

atatatagct atctatatct atatagctat tttttttaac ttcctttatt ttccttacag 60
ggttttagac aaaatcaaaa agaaggaagg tgctcacatt ccttaaatta aggagtaagt 120
ctgccagcat tatgaaagtg aatcttactt ttgtaaaact ttatggtttg tgga 174

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 2

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 2
tagatagcta tatat 15

<210> 3

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 3
atagatagct atata 15

<210> 4

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 4
tatagatagc tatat 15

<210>5
<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 5
atatagatag ctata 15

<210> 6

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 6
gatatagata gctat 15

<210>7

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 7
atagatagct at 12

<210> 8

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 8
agatatagat agcta 15

<210>9

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 9
tatagatagc ta 12

<210> 10

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 10
tagatataga tagct 15

<210> 11

<211>12
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 11
atatagatag ct 12

<210> 12

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 12
atagatatag atagc 15

<210>

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 13
gatatagata gc 12

<210> 14

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 14
tatagatata gatag 15

<210> 15

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 15
agatatagat ag 12

<210> 16

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 16
atatagatat agata 15

<210> 17

<211>12
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 17
tagatataga ta 12

<210> 18

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 18
tatatagata tagat 15

<210> 19

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 19
atagatatag at 12

<210> 20

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 20
tatagatata ga 12

<210> 21

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 21
atatagatat ag 12

<210> 22

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 22
atagctatat agata 15

<210> 23

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 23
iaaaaatagc tatat 15

<210> 24

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 24
gttaaaaaaa atagc 15

<210> 25

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 25
aggaagttaa aaaaa 15

<210> 26

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 26
aataaaggaa gttaa 15

<210> 27

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 27
aggaaaataa aggaa 15

<210> 28

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 28
ctgtaaggaa aataa 15

<210> 29

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 29
attttgtcta aaacc 15

<210> 30

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 30
gattttgtct aaaac 15

<210> 31

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 31
ttttgtctaa aa 12

<210> 32

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 32
tgattttgtc taaaa 15

<210> 33

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 33
attttgtcta aa 12

<210> 34

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 34
ttgattttgt ctaaa 15

<210> 35

<211>12
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 35
gattttgtct aa 12

<210> 36

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 36
tttgattttg tctaa 15

<210> 37

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 37
ttttgatttt gtctaa 16

<210> 38

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 38
ttttgatttt gtcta 15

<210> 39

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 39
tgattttgtc ta 12

<210> 40

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 40
ttgattttgt ct 12

<210> 41

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 41
tttttgattt tgtct 15

<210> 42

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 42
tttgattttg tc 12

<210> 43

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 43
ctttttgatt ttgtc 15

<210> 44

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 44
ttttgatttt gt 12

<210> 45

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 45
tttttgattt tg 12

<210> 46

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 46
cttctttttg atttt 15

<210> 47

<211>12
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 47
ctttttgatt tt 12

<210> 48

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 48
tctttttgat tt 12

<210> 49

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 49
ccttecttet tttg 15

<210> 50

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 50
gagcaccttc cttct 15

<210> 51

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 51
aatgtgagca ccttc 15

<210> 52

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 52
taaggaatgt gagca 15

<210> 53

<211> 18
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 53
aatttaagga atgtgagc 18

<210> 54

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 54
ttaaggaatg tgagc 15

<210> 55

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 55
taatttaagg aatgtgag 18

<210> 56

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 56
tttaaggaat gigag 15

<210> 57

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 57
aaggaatgtg ag 12

<210> 58

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 58
ttaatttaag gaatgtga 18

<210> 59

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 59
atttaaggaa tgtga 15

<210> 60

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 60
taaggaatgt ga 12

<210> 61

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 61
cttaatttaa ggaatgtg 18

<210> 62

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 62
aatttaagga atgtg 15

<210> 63

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 63
ttaaggaatg tg 12

<210> 64

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 64
taatttaagg aatgt 15

<210> 65

<211> 18
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 65
ccttaattta aggaatgt 18

<210> 66

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 66
tttaaggaat gt 12

<210> 67

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 67
ttaatttaag gaatg 15

<210> 68

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 68
atttaaggaa tg 12

<210> 69

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 69
cttaatttaa ggaat 15

<210>70

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 70
aatttaagga at 12

<210> 71

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 71
ccttaattta aggaa 15

<210> 72

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 72
taatttaagg aa 12

<210>73

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 73
tccttaattt aagga 15

<210> 74

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 74
ttaatttaag ga 12

<210> 75

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 75
cttaatttaa gg 12

<210> 76

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 76
ccttaattta ag 12

<210> 77

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 77
tgctggcaga cttac 15

<210>78

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 78
cataatgctg gcaga 15

<210>79

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 79
tcataatgct ggcag 15

<210> 80

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 80
ttcataatgc tggca 15

<210> 81

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 81
tttcataatg ctggc 15

<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 82
attcactttc ataatgctgg 20

<210> 83

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 83
ctttcataat gctgg 15

<210> 84

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 84
tcataatgct gg 12

<210> 85

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 85
actttcataa tgctg 15

<210> 86

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido -

<400> 86
ttcataatgc tg 12

<210> 87

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 87
cactttcata atgct 15

<210> 88

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 88
tttcataatg ct 12

<210> 89
<211>15
<212> ADN

ES 2397113 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 89
tcactttcat aatgc 15

<210> 90

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 90
ctttcataat gc 12

<210> 91

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 91
ttcactttca taatg 15

<210> 92

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 92
actttcataa tg 12

<210> 93

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 93
attcactttc ataat 15

<210> 94

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 94
cactttcata at 12

<210> 95

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 95
gattcacttt cataa 15

<210> 96

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 96
tcactttcat aa 12

<210> 97

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 97
ttcactttca ta 12

<210> 98

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 98
attcactttc at 12

<210> 99

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 99
agtaagattc acttt 15

<210> 100

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 100
acaaaagtaa gattc 15

<210> 101

<211>15
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 101
gttttacaaa agtaa 15

<210> 102

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 102
ataaagtttt acaaa 15

<210> 103

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 103
aaaccataaa gttt 15

<210> 104

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 104
tccacaaacc ataaa 15

<210> 105

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de corte y empalme consenso

<400> 105
gtaagtactt 10

<210> 106

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 106
agataaaagg ttaatctaga tccctactag aattctc 37

<210> 107

<211> 37
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 107
gagaattcta gtagggatct agattaacct tttatct 37

<210> 108

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 108
aattgctaac gcagtcagtg cttc 24

<210> 109

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 109
aatatgatca gcaaaacaaa gtcacataac tac 33

<210> 110

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 110
gtgactttgt tttgctgatc atattttgtt gaataaaata ag 42

<210> 111

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 111
aatgtatctt atcatgtctg ctcg 24

<210> 112

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 112
aatgtatctt atcatgtctg ctcg 24

<210> 113

<211>38
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 113
aagtacttac ctgtaacgct tcacattcca gatctgtc

<210> 114

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto antisentido

<400> 114
ttgtattcta tgttt 15

38
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleétido antisentido dirigido al intrén 7 de una molécula de acido nucleico que codifica SMN2, en el que
dicho oligonucledtido tiene una longitud de 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucledtidos y comprende una modificacién 2’-O-
metoxietilaziicar en cada posicion, en el que el primer nimero de nucledtido (mas en 5’) al que el oligonucledtido se
une es el nucledtido 122, 123, 124, 125, 126, 127 0 128 de la SEC ID N° 1.

2. El oligonucleotido de la reivindicacion 1 que tiene 15 nucleétidos de longitud.
3. El oligonucledtido de la reivindicacion 1 que tiene 18 nucledtidos de longitud.
4. El oligonucleotido de la reivindicacion 1 que tiene 20 nucledtidos de longitud.

5. El oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la secuencia de nucledtidos de
dicho oligonucleétido comprende la SEC ID N° 80, 81, 82, 83, 84, 85, 87, 89 0 91.

6. El oligonucledtido de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende al menos un enlace
internucleosidico modificado.

7. El oligonucledtido de la reivindicacion 6, que comprende al menos un enlace fosforotioato.

8. Un procedimiento para promover la inclusion del exon 7 en los transcritos de SMN2 en una célula, tejido u 6rgano,
que comprende poner en contacto dicha célula, tejido u 6érgano in vitro con el oligonucledtido antisentido de
cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. Un oligonucledtido antisentido de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para su uso en terapia.
10. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 9 para su uso en el tratamiento de la atrofia muscular espinal.

11. Uso de un oligonucledtido antisentido de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para la preparacion de un
medicamento para la atrofia muscular espinal.

12. Una composicion farmacéutica, que comprende el oligonucledtido antisentido de cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 y vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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