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DESCRIPCION
Medios y métodos para contrarresta trastornos del misculo

[0001] Un trastorno muscular es una enfermedad que normalmente tiene un impacto significativo en la vida de un
individuo.

Un trastorno muscular puede tener bien una causa genética o una causa no genética.

Un grupo importante de enfermedades musculares con una causa genética son distrofia muscular de Becker (BMD)
y distrofia muscular de Duchenne (DMD).

Estos trastornos son causados por defectos en un gen de una proteina muscular.

[0002] Distrofia muscular de Becker y distrofia muscular de Duchenne son distrofias musculares genéticas con una
incidencia relativamente alta.

En tanto distrofia muscular de Duchenne como de Becker la proteina muscular distrofina es afectada.

En Duchenne la distrofina es ausente, mientras que en Becker alguna distrofina esta presente pero su produccién es
muy a menudo insuficiente y/o la distrofina presente esta formada anormalmente.

Ambas enfermedades se asocian con herencia recesiva ligada al cromosoma X.

DMD resulta de una mutacion de desplazamiento del marco de lectura en el gen DMD.

El desplazamiento del marco de lectura en el gen DMD causa la produccion de una proteina de distrofina no
funcional truncada, dando como resultado atrofia muscular progresiva y debilidad.

BMD ocurre como una mutacion que no causa un desplazamiento de marco en el gen DMD.

Como en BMD alguna distrofina esté presente, a diferencia de en DMD donde la distrofina estd ausente, BMD tiene
sintomas menos severos que DMD.

La aparicion de DMD es anterior a BMD.

DMD normalmente se manifiesta en la infancia temprana, BMD en los adolescentes o en la edad adulta temprana.
La progresion de BMD es mas lenta y menos previsible que DMD.

Pacientes con BMD pueden sobrevivir hasta mediados o final de la edad adulta.

Pacientes con DMD raramente sobreviven mas all4 de la treintena.

[0003] Distrofina juega un papel estructural importante en la fibra de masculo, que conecta la matriz extracelular y el
citoesqueleto.

La region N-terminal enlaza actina, mientras que el extremo C-terminal es parte del complejo de glicoproteina de
distrofina (DGC), que abarca el sarcolema.

En ausencia de distrofina, tension mecénica lleva a rupturas de sarcolema, causa un flujo descontrolado de calcio en
la fibra muscular interior, activando asi proteasas activadas por calcio y necrosis de fibra.

[0004] Para distrofias musculares mas genéticas ninguna terapia clinicamente aplicable y eficaz esta actualmente
disponible.

Técnicas de omisidn de exdn son hoy en dia exploradas para combatir distrofias musculares genéticas.

Resultados prometedores han sido recientemente proporcionados por nosotros y otros sobre una terapia genética
dirigida a restaurar marco de lectura del pre-ARNm de distrofina en células de ratén mdx y pacientes de DMD ***.
Por la omision dirigida de un exdn especifico, un fenotipo DMD (carente de distrofina) se convierte en un mas suave
fenotipo BMD (parcialmente para distrofina en gran medida funcional).

La omisidn de un exdn es preferiblemente inducida por la union de oligorribonucle6tidos antisentido (AON) dirigidos
a uno o ambos de los sitios de empalme, o0 secuencias internas de exon.

Ya que un exdn solo sera incluido en el ARNm cuando los sitios de empalme son reconocidos por el complejo de
espliceosoma, sitios de empalme son objetivos obvios para AON.

Alternativamente, o adicionalmente, se usan uno o varios AON que son especificos para al menos parte de una o
varias secuencias exonicas.

Utilizando AON internos de exon especificos para una secuencia de exon 46, fueron previamente capaces de
modular el modelo de empalme en miotubos cultivados de dos pacientes DMD diferentes con una supresi()nll de
exon 45.

Después del tratamiento AON, exén 46 fue omitido, lo que resulté en un marco de lectura restaurado y la induccion
de sintesis de distrofina en al menos 75% de las células.

Hemos recientemente mostrado que omision de exdn puede también ser inducida eficazmente en células de control
humano y de musculo de paciente para 39 exones DMD diferentes que usan AON internos de exén® #***°

[0005] Por lo tanto, técnicas de omisién de exén aplicadas en el gen de distrofina suponen la generacion de proteina
de distrofina al menos parcialmente funcional, sin bien mas corta, en pacientes de DMD.

Ya que DMD esta causada por una proteina de distrofina disfuncional, seria previsto que los sintomas de DMD sean
suficientemente aliviados una vez un paciente de DMD ha sido provisto de proteina de distrofina funcional.

Sin embargo, la presente invencion proporciona la comprension de que, aunque técnicas de omisién de exén son
capaces de inducir sintesis de distrofina, sintomas DMD es/son todavia mas aliviados por administracién a un
paciente con DMD de un compuesto complementario para reducir inflamacién, preferiblemente para reducir
inflamacién de tejido de miusculo, y/o un compuesto complementario para mejorar la funcién, integridad y/o
supervivencia de fibra muscular.
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Segun la presente invencién, incluso cuando una deficiencia de proteina distrofina ha sido restaurada en un paciente
de DMD, la presencia de inflamacion de tejido y células musculares dafiadas todavia contintia contribuyendo a los
sintomas de DMD.

Por lo tanto, aunque la causa de DMD (es decir una proteina distrofina disfuncional) es aliviada, tratamiento de DMD
sigue siendo aln mejorado al utilizar adicionalmente una terapia complementaria segun la presente invencion.
Ademas, la presente invencion proporciona la comprensién de que una reduccion de inflamacién no supone
reduccion significativa de absorcién de AON por células musculares.

Esto es sorprendente porque, en general, inflamacion mejora el trafico de células, sangre y otros compuestos.

Como resultado, recepcion/entrega de AON es también mejorada durante inflamacion.

Por lo tanto, antes de la presente invencién seria previsto que una terapia complementaria de contrarrestacion de
inflamacién implicara el riesgo de influir negativamente en terapia AON.

Este, sin embargo, parece no ser el caso.

[0006] La presente divulgacion por lo tanto proporciona un método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia
muscular de Duchenne o distrofia muscular de Becker en un individuo, donde el método comprende:
- administracion a dicho individuo de un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina
distrofina (al menos parcialmente) funcional, y
- administracion a dicho individuo de un compuesto complementario para reducir la inflamacion,
preferiblemente para reducir la inflamaciéon de tejido muscular, y/o un compuesto complementario para
mejorar funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular.

[0007] EI método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia muscular de Duchenne o distrofia muscular de
Becker en un individuo comprende administracion a dicho individuo de un compuesto complementario para reducir
inflamacién preferiblemente para reducir inflamacion de tejido muscular, y/o un compuesto complementario para
mejorar funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular.

[0008] La presente invencion se refiere a una combinacion de:
- un oligonucledtido antisentido que comprende una secuencia que es complementaria a una parte de exén
de pre-ARNm de distrofina humana 51 y dicho oligonucleétido se representa por SEC ID NO:204, y
- un compuesto complementario para reducir la inflamacién, donde este compuesto comprende un
esteroide, dicha combinacién siendo para uso como un medicamento, para aliviar uno o varios sintomas de
distrofia muscular de Duchenne en dicho individuo, segun la reivindicacion 1.

[0009] Se ha descubierto sorprendentemente que la frecuencia de omision de un exén de distrofina de un pre-ARNm
gue comprende dicho exén, cuando se usa un oligonucledtido dirigido hacia el exén o a uno o ambos sitios de
empalme de dicho exdn, mejora si las células que expresan dicho pre-ARNm estdn también provistas de un
compuesto complementario para reducir la inflamacion, preferiblemente para reducir la inflamacién de tejido
muscular, y/o un compuesto complementario para mejorar funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular.

La frecuencia de omisién mejorada también aumenta el nivel de proteina distrofina funcional producida en una célula
muscular de un individuo con DMD o BMD.

[0010] La presente divulgacion proporciona ademéas un método para aumentar omision de un exén de un pre-ARNm
de distrofina en las células que expresan dicho pre-ARNm, donde dicho método comprende
- contactar dicho pre-ARNm en dichas células con un oligonucleétido para la omisién de dicho exén y,
- contactar dichas células con un compuesto complementario para reducir la inflamacion, preferiblemente
para reducir la inflamacion de tejido muscular, y/o un compuesto complementario para mejorar funcion,
integridad y/o supervivencia de fibra muscular.

[0011] Como distrofia muscular de Duchenne y de Becker tienen un fenotipo pronunciado en células musculares, se
prefiere que dichas células sean células musculares.

Preferiblemente dichas células comprenden un gen que codifica una proteina distrofina mutante.

Preferiblemente dichas células son las células de un individuo que padece de DMD o BMD.

[0012] La presente invencidon ademas proporciona un método para aumentar omision de un exén de un pre-ARNm
de distrofina en las células que expresan dicho pre-ARNm en un individuo que padece de distrofia muscular de
Duchenne o distrofia muscular de Becker, donde el método comprende:
- administracion a dicho individuo de un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina
distrofina (al menos parcialmente) funcional, y
- administracion a dicho individuo de un compuesto complementario para reducir la inflamacion,
preferiblemente para reducir la inflamacion de tejido muscular, y/o un compuesto complementario para
mejorar funcién, integridad y/o supervivencia de fibra muscular.

[0013] A un individuo se le proporciona una proteina distrofina funcional de varias maneras.

En una forma de realizaciéon una técnica de omisién de exon es aplicada.

Sin embargo, métodos alternativos estan disponibles segin la divulgacion, tales como por ejemplo supresion de
codén de terminacién por gentamicina o PTC124'®'" (también conocido como &cido 3-(5-(2-fluorofenil)-1,2,4-
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oxadiazol-3-il)benzoico), y/o entrega de gen adeno-asociado mediado de virus (AAV) de un gen mini 0 micro-
distrofina funcional **°.
PTC124™ es una marca registrada de PTC Therapeutics, Inc. South Plainfield, Nueva Jersey.

[0014] Tal y como se define aqui, una distrofina funcional es preferiblemente una distrofina de tipo salvaje que
corresponde con una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos segun se identifica en SEC ID n.°: 1.

Una distrofina funcional es preferiblemente una distrofina que tiene un dominio de unién de actina en su parte N
terminal (primeros 240 aminoacidos en el N terminal), un dominio rico en cisteina (aminoacidos 3361 hasta 3685) y
un dominio terminal C (Ultimo aminoacidos 325 en el C terminal) donde cada uno de estos dominios estan presentes
en una distrofina de tipo salvaje como conocido por la persona experta.

Los aminoacidos indicados aqui corresponden a aminoacidos de la distrofina de tipo salvaje siendo representados
por SEC ID NO:1.

En otras palabras, una distrofina funcional es una distrofina que muestra al menos hasta cierto punto una actividad
de una distrofina de tipo salvaje. " al menos hasta cierto punto" significa preferiblemente al menos 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95% o0 100% de una actividad correspondiente de una distrofina funcional de tipo salvaje.

En este contexto, una actividad de una distrofina funcional es preferiblemente enlazarse a actina y al complejo de
glicoproteina asociada a la distrofina (DGC)>°.

Unién de distrofina a actina y al complejo DGC se puede visualizar por co-inmunoprecipitacion usando extractos de
proteina total o andlisis de inmunofluorescencia de secciones transversales, de una biopsia de un musculo
sospechoso de ser distrofico, como conocido por la persona experta.

[0015] Individuos que padecen de distrofia muscular de Duchenne tipicamente tienen una mutacion en el gen que
codifica la distrofina que previene sintesis de la proteina completa, es decir de una parada prematura previene la
sintesis de la C-terminal

En la distrofia muscular de Becker, el gen de distrofina también comprende una mutacion en comparacion con el tipo
salvaje pero la mutacion tipicamente no incluyen una parada prematura y la C-terminal es tipicamente sintetizado.
Como resultado se sintetiza una proteina distrofina funcional que tiene al menos la misma actividad en especie que
la proteina de tipo salvaje, aunque no necesariamente la misma cantidad de actividad.

El genoma de un individuo BMD codifica tipicamente una proteina distrofina que comprende la parte N terminal
(primeros 240 amino&cidos en el N terminal), un dominio rico en cisteina (aminoécidos 3361 hasta 3685) y un
dominio C terminal (Gltimos aminoacidos 325 en el C terminal) pero su dominio con forma de varilla central puede ser
mas corto que el primero de una distrofina tipo salvaje %,

Omisién de exdn para el tratamiento de DMD es tipicamente dirigido a superar una parada prematura en el pre-
ARNmM por omisién de un exdn en el dominio en forma de rodillo de varilla para corregir el marco de lectura y permite
la sintesis del resto de la proteina distrofina con la C-terminal, aunque la proteina es un poco mas pequefia como
resultado de un dominio de varilla menor.

En una forma de realizacion preferida, a un individuo con DMD vy tratado con un método tal y como se define aqui se
le proporcionara una distrofina que muestra al menos hasta cierto punto una actividad de una distrofina de tipo
salvaje.

Mas preferiblemente, si dicho individuo es un paciente de Duchenne o se sospecha que pueda paciente de
Duchenne, una distrofina funcional es una distrofina de un individuo con BMD: tipicamente dicha distrofina es capaz
de interactuar tanto con actina como con el DGC, pero su dominio con forma de varilla central puede ser mas corto
que el de una distrofina de tipo salvaje (Aartsma-Rus et al (2006, ref 56).

El dominio de varilla central de distrofina de tipo salvaje comprende 24 repetidores tipo espectrina *°.

Por ejemplo, un dominio con forma de varilla central de una distrofina como proporcionada aqui puede comprender
de 5a23,10a 22012 a 18 repetidores tipo espectrina siempre y cuando pueda enlazar con actina'y DGC.

[0016] El alivio en uno o varios sintomas de distrofia muscular de Duchenne o distrofia muscular de Becker en un
individuo se puede evaluar por cualquiera de los siguientes ensayos: prolongacion del tiempo hasta la pérdida del
anda, mejora de la fuerza muscular, mejora de la capacidad de levantar peso, mejora del tiempo necesario para
levantarse del suelo, mejora en el tiempo que se tarda en andar nueve metros, mejora en el tiempo que se tarda en
subir 4 escaleras, mejora del grado de funcién de la pierna, mejora de la funcidon pulmonar, mejora de la funcién
cardiaca, mejora de la calidad de vida.

Cada uno de estos ensayos es conocido por la persona experta.

A modo de ejemplo, la publicacién de Manzur et al (2008, ref 58) da una explicacion extensa de cada uno de estos
ensayos.

Para cada uno de estos ensayos, tan pronto como una mejora o prolongacion detectable de un parametro medido en
un ensayo ha sido descubierto, preferiblemente significard que uno o varios sintomas de distrofia muscular de
Duchenne o distrofia muscular de Becker han sido aliviados en un individuo.

[0017] Mejora o prolongacion detectable es preferiblemente una mejora o prolongacién estadisticamente significativa
como se describe en Hodgetts et al (2006, ref 57).

Alternativamente, el alivio de uno o varios sintomas de distrofia muscular de Duchenne o distrofia muscular de
Becker se puede evaluar por medicion de una mejora de una funcién, integridad y/o supervivencia de fibra muscular,
como mas tarde definido aqui.
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[0018] Un compuesto complementario para reducir la inflamaciéon comprende cualquier terapia que sea capaz de al
menos reducir la inflamacién en parte, preferiblemente inflamacién provocada por células de misculo dafiadas.
Dicho compuesto complementario es mas preferiblemente capaz de reducir inflamacién de tejido muscular.
Inflamacion es preferiblemente evaluada por deteccién de un aumento en el nimero de células inmunes de
infiltracion tales como neutréfilos y/o mastocitos y/o células dendriticas y/o linfocitos en el tejido muscular que se
sospecha es distrofico.

Esta evaluacion es preferiblemente realizada en secciones transversales de una biopsia  de tejido muscular que se
sospecha es distréfico después de tener células inmunes especificamente marcadas segun se identifica mas arriba.
La cuantificacion es preferiblemente realizada bajo el microscopio.

La reduccién de inflamacion es por lo tanto preferiblemente evaluada por deteccion de una reduccién en el nimero
de células inmunes en una seccion transversal de tejido muscular que se sospecha es distréfica.

Detectar una reduccion preferiblemente significa que el nimero de al menos un tipo de células inmunes segun se
identifica arriba es disminuido en al menos 1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 12%, 15%, 17%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% o0 méas en comparacion con el nimero de una célula inmune correspondiente en un mismo individuo
antes del tratamiento.

De la forma mas preferible, ninguna célula inmune infiltrada se detecta en secciones transversales de dicha biopsia.

[0019] En la presente divulgacién, un compuesto complementario para mejorar funcion, integridad y/o supervivencia
de fibra muscular comprende cualquier terapia que sea capaz de hasta cierto grado aumentar funcién, integridad y/o
supervivencia de fibra muscular en comparacion con una situacién de otro modo similar donde dicho compuesto
complementario no esta presente.

La mejora de funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular se puede evaluar utilizando al menos uno de los
siguientes ensayos: reduccion detectable de creatina-cinasa en sangre, reduccién detectable de necrosis de fibras
muscular en una seccion transversal de biopsia de un misculo sospechoso de ser distrofico, y/o aumento detectable
de la homogeneidad del didmetro de fibras muscular en una secciéon transversal de biopsia de un musculo
sospechoso de ser distrofico.

Cada uno de estos ensayos es conocido por la persona experta.

[0020] Creatina-cinasa se puede detectar en sangre como se describe en 57.

Una reduccién detectable en la creatina-cinasa puede significar una reduccion de 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% o0 mas en comparacion con la concentracién de creatina-cinasa en un mismo individuo antes
del tratamiento.

[0021] Una reduccién detectable de necrosis de fibra muscular es preferiblemente evaluada en una biopsia
muscular, méas preferiblemente como se describe en 57 usando secciones transversales de biopsia.

Una reduccion detectable de necrosis puede ser una reduccion de 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% o més del &rea donde necrosis ha sido identificada usando secciones transversales de biopsia.

La reduccion se mide por comparacion a la necrosis como evaluada en un mismo individuo antes del tratamiento.

[0022] Un aumento detectable de la homogeneidad del diametro de una fibra muscular es preferiblemente evaluada
en una seccion transversal de biopsia muscular, méas preferiblemente como se describe en 57.

[0023] Un tratamiento dura alrededor de al menos una semana, alrededor de al menos un mes, alrededor de al
menos varios meses, alrededor de al menos un afio, alrededor de al menos 2, 3, 4, 5, 6 afilos 0 mas.

[0024] En una forma de realizacion de la divulgacion se usa un compuesto complementario para aumentar
produccién de células musculares dafiadas.

Un compuesto complementario para aumento de produccién de células musculares dafiadas comprende cualquier
terapia que sea capaz de al menos en parte inducir y/o aumentar la produccion de células musculares dafiadas.
Células musculares dafiadas son células musculares que tienen significativamente menos funcionalidad que se
puede medir clinicamente que un célula muscular saludable intacta.

En ausencia de distrofina, tension mecénica lleva a rupturas de sarcolema, causa un flujo descontrolado de calcio en
la fibra muscular interior, activando asi proteasas activadas por calcio y necrosis de fibra, dando como resultado
células muscular dafiadas.

Aumentar producciéon de células musculares dafiadas significa que células musculares dafiadas son mas
rapidamente descompuestas y/o quitadas en comparacion con una situacion donde la produccion de células
musculares dafiadas no es aumentada.

Produccién de células musculares dafiadas es preferiblemente evaluada en una biopsia muscular, mas
preferiblemente como se describe en 57 usando una seccion transversal de una biopsia.

Un aumento detectable de produccién puede ser un aumento de 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% o mas del area donde produccion ha sido identificada utilizando una seccion transversal de biopsia.

El aumento se mide por comparacion a la produccion evaluada en un mismo individuo antes del tratamiento.

[0025] Sin querer ser limitados por la teoria, se cree que aumento de produccién de células musculares es preferido
porgue reduce respuestas inflamatorias.
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[0026] Segun la presente divulgacion, una combinacion de una terapia para suministrar a un individuo una proteina
distrofina funcional, junto con una terapia complementaria para reducir la inflamacion, preferiblemente para reducir
inflamacién de tejido muscular en un individuo, es especialmente adecuada para uso como un medicamento.

Tal combinacién es capaz de aliviar aiin mejor uno o varios sintomas de distrofia muscular de Duchenne o distrofia
muscular de Becker en comparacion con una terapia Unica para suministrar un individuo con una proteina distrofina
funcional.

Esta forma de realizacion también mejora la frecuencia de omision de un exén de distrofina de un pre-ARNm que
comprende dicho exén, cuando se usa un oligonucle6tido dirigido hacia el exdén o a uno o ambos sitios de empalme
de dicho exan.

La frecuencia de omision mejorada también aumenta el nivel de proteina distrofina funcional producida en una célula
muscular de un individuo con DMD o BMD.

[0027] Se proporciona ademés por lo tanto una combinaciéon de un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional, y un compuesto complementario para reducir la inflamacion, preferiblemente para
reducir la inflamacion de tejido muscular en dicho individuo, para uso como un medicamento.

Ya que dicha combinacién es especialmente adecuada contrarrestando DMD, la presente divulgacion también
proporciona un uso de un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional, y un
compuesto complementario para reducir la inflamacion, preferiblemente para reducir la inflamacion de tejido
muscular en dicho individuo, para la preparacion de un medicamento para aliviar uno o varios sintomas de distrofia
muscular de Duchenne.

Dicha combinacion se puede utilizar para aliviar uno o varios sintomas de una forma severa de BMD donde se forma
una proteina distrofina muy corta que no es suficientemente funcional.

[0028] En la divulgacion, compuestos complementarios preferidos para reducir la inflamacion incluyen un esteroide,
un TNFa inhibidor, una fuente de mIGF-1 y/o un antioxidante.

Sin embargo, cualquier otro compuesto capaz de reducir inflamacion tal y como se define aqui es también incluido
en la presente divulgacion.

Cada uno de estos compuestos es extensivamente presentado mas adelante.

Cada uno de los compuestos extensivamente presentados se puede utilizar separadamente 0 en combinacién entre
si y/o en combinacién con uno o varios de los compuestos complementarios usados para mejorar funcion, integridad
y/o supervivencia de fibra muscular.

Un compuesto complementario de la invenciéon comprende un esteroide.

[0029] Ademas esta divulgacion estipula que una combinacién de una terapia para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional, junto con una terapia complementaria para mejorar la funcion de fibra muscular,
integridad y/o supervivencia en un individuo es especialmente adecuada para uso como un medicamento.

Tal combinacién es capaz de aliviar ain mejor uno o varios sintomas de distrofia muscular de Duchenne en
comparacion con una terapia Unica para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional.

[0030] La divulgacion por lo tanto ademas proporciona una combinacion de un compuesto para suministrar a un
individuo una proteina distrofina funcional, y un compuesto complementario para mejorar funcion, integridad y/o
supervivencia de fibra muscular en dicho individuo, para uso como un medicamento.

Esta combinacion es también especialmente adecuada contrarrestando DMD.

Un uso de un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional, y un compuesto
complementario para mejorar la funcion de fibra muscular, integridad y/o supervivencia de fibra muscular en dicho
individuo para la preparacién de un medicamento para aliviar uno o varios sintomas de distrofia muscular de
Duchenne es por lo tanto también proporcionado en la divulgacion.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde se forma una proteina distrofina muy corta que no es suficientemente funcional.

[0031] En la divulgacién, compuestos complementario preferido para mejorar la funcién, la integridad y/o
supervivencia de fibra muscular incluyen un inhibidor de canal iénico, un inhibidor de proteasa, L-arginina y/o un
bloqueador de receptor de angiotensina Il tipo .

Sin embargo, cualquier otro compuesto capaz de mejorar la funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular
tal y como se define aqui es también incluido en la presente divulgacion.

Cada uno de estos compuestos es extensivamente presentado mas adelante.

Cada uno de los compuestos extensivamente presentado se pueden utilizar separadamente o en combinacién entre
si y/o en combinacion con uno o varios de los compuestos complementarios usados para reducir la inflamacion.

[0032] Puede hacerse un producto farmacéutico que comprende al menos una de las combinaciones anteriormente
mencionadas que comprenden un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional junto
con un compuesto complementario segun la invencion.
Ademas proporcionado es por lo tanto un producto farmacéutico que comprende:

- un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional, y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 564 563 T3

- un compuesto complementario para reducir la inflamacién, preferiblemente para reducir la inflamacion de
tejido muscular en dicho individuo, y/o un compuesto complementario para mejorar la funcién de fibra
muscular, integridad y/o supervivencia de fibra muscular en dicho individuo, y

- un portador farmacéuticamente aceptable, adyuvante, diluyente y/o excipiente.

Ejemplos de portadores adecuados y adyuvantes se conocen bien en la técnica y por ejemplo comprenden
una solucién salina.

Rangos de dosis de compuestos usados en un producto farmacéutico son disefiados basandose en
estudios de dosis creciente en ensayos clinicos para los que existen requisitos de protocolo rigurosos.

[0033] Un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional se combina con un esteroide.
Como se muestra en los ejemplos, tal combinacion produce alivio significativo de sintomas de DMD.

La presente divulgacion por lo tanto proporciona un método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia muscular
de Duchenne en un individuo, donde el método comprende administracién a dicho individuo de un esteroide y un
compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

Una combinacion de un esteroide y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional
para uso como un medicamento es también proporcionado, al igual que un uso de un esteroide y un compuesto para
suministrar a un individuo una proteina de distrofina funcional para la preparacién de un medicamento para aliviar
uno o varios sintomas de DMD.

Esto también mejora la frecuencia de omisién de un exdn de distrofina de un pre-ARNm que comprende dicho exon,
cuando se usa un oligonucleétido dirigido hacia el exdn o0 a uno o ambos sitios de empalme de dicho exon.

La frecuencia de omisién mejorada también aumenta el nivel de proteina distrofina funcional producida en una célula
muscular de un individuo con DMD o BMD.

[0034] Dicha combinacion se puede utilizar para aliviar uno o varios sintomas de una forma severa de BMD donde
se forma una proteina distrofina muy corta que no es suficientemente funcional.

[0035] Un esteroide es un lipido terpenoide caracterizado por un esqueleto de carbono con cuatro anillos fusionados,
generalmente colocados en una forma 6-6-6-5.

Esteroides varian por los grupos funcionales fijados a estos anillos y el estado de oxidacién de los anillos.

Esteroides incluyen hormonas y farmacos que se usan normalmente para aliviar hinchazén e inflamacion, tal como
por ejemplo prednisona, dexametasona y vitamina D.

[0036] Segun la presente divulgacion efectos adicionales de terapia de esteroide complementaria en pacientes DMD
incluyen reduccion de inflamacion de tejido, supresion de células citotoxicas, y homeostasis de calcio mejorada.
Muchos resultados positivos se obtienen en nifios mas jovenes.

Preferiblemente el esteroide es un corticoesteroide (glucocorticosteroide).

Preferiblemente, esteroides de prednisona (tal como prednisona, prednizolone o deflazacort) son usados?'.

[0037] Rangos de dosis de (glucocortico)esteroides a ser usados en los usos terapéuticos como se describe en este
caso son disefiados basandose en estudios de dosis creciente en ensayos clinicos para los que existen requisitos de
protocolo rigurosos.

Las dosis usuales son aproximadamente 0,5 - 1,0 mg/kg/dia, preferiblemente aproximadamente 0,75 mg/kg/dia para
prednisona y prednisolona, y aproximadamente 0,4 - 1,4 mg/kg/dia, preferiblemente aproximadamente 0,9 mg/kg/dia
para deflazacort.

[0038] Un esteroide se puede administrar a dicho individuo antes de la administracion de un compuesto para
suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional.

Se prefiere que dicho esteroide sea administrado al menos un dia, mas preferido al menos una semana, mas
preferido al menos dos semanas, mas preferido al menos tres semanas antes de la administracion de un compuesto
para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

[0039] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacién, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con un inhibidor factor alfa de necrosis de tumor (TNFa).

Factor alfa de necrosis de tumor (TNFa) es una citocina proinflamatoria que estimula la respuesta inflamatoria.
Bloqueo farmacoldgico de actividad TNFa con el anticuerpo neutralizante infliximab (Remicade) es clinicamente
altamente eficaz en reducir sintomas de enfermedades inflamatorias.

En ratones mdx, tanto infliximab como etanercept retrasan y reducen la necrosis de musculo distréfico con
beneficios fisioldgicos adicionales en la fuerza muscular, funcién de canal de cloruro y niveles de creatina-cinasa
reducida que se demuestran en raton mdx adulto ejercitado tratado de manera cronica®.

Tales farmacos anti-inflamatorios altamente especificos disefiados para usar en otras condiciones clinicas son
alternativas atractivas al uso de esteroides para DMD.

En una forma de realizacion, el uso de un inhibidor TNFa se limita a periodos de crecimiento muscular intensivo en
nifios cuando el dafio y deterioro muscular son especialmente pronunciados.

24, 25
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[0040] Un aspecto de la presente divulgaciéon proporciona asi un método para aliviar uno o varios sintomas de
distrofia muscular de Duchenne en un individuo, donde el método comprende administracion a dicho individuo de un
inhibidor TNFa y un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

Una combinacién de un inhibidor TNFa y un compuesto para provision a un individuo de una proteina distrofina
funcional para uso como un medicamento es también proporcionado en la divulgacion, al igual que un uso de un
inhibidor TNFa y un compuesto para provision a un individuo de una proteina de distrofina funcional para la
preparacion de un medicamento para aliviar uno o varios sintomas de DMD.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde se forma una proteina distrofina muy corta que no es suficientemente funcional.

Un inhibidor TNFa preferido segun la divulgacién es una proteina de fusion dimérica que consiste en el dominio de
Union de ligandos extracelular del receptor de TNFa humano p75 enlazada a la parte Fc de IgG1 humano.

Un inhibidor TNFa mas preferido es ethanercept (Amgen, America)zs.

La dosis usual de ethanercept es aproximadamente 0,2 mg/kg, preferiblemente aproximadamente 0,5 mg/kg dos
veces una semana.

La administracion es preferiblemente subcutanea.

[0041] En otra forma de realizacion preferida segin la divulgacion, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con una fuente de mIGF-1.

Tal y como se define aqui, una fuente de IGF-1 preferiblemente abarca el propio mIGF-1, un compuesto capaz de
aumentar la expresion y/o actividad de mIGF-1.

Mejorar es aqui sinbnimo de aumentar.

Expresion de mIGF-1 es sinénimo de cantidad de mIGF-1. mIGF-1 promueve regeneracion de musculos a través de
aumento en la actividad de célula satelital, y reduce inflamacion y fibrosis®’.

Herida local muscular produce expresion aumentada de mIGF-1.

En ratones transgénicos con extra genes IGF-1, hipertrofia muscular y fibras musculares aumentadas son
observadas®’.

De forma similar, ratones mdx transgénicos muestran degeneracién de fibra muscular reducida®.

Regulacién del gen mIGF-1 y/o administracion de cantidades extra de proteina mIGF-1 o un equivalente funcional de
la misma (especialmente la isoforma mIGF-1 Ea [como descrita en 27, isoforma homéloga humana IGF-1 4: SEC ID
n.%: 2]) promueven asi el efecto de otras, preferiblemente genéticas, terapias para DMD, incluyendo omisién de exon
inducido por el antisentido.

Los niveles adicionales de mIGF-1 en los ratones transgénicos anteriormente mencionados no inducen problemas
cardiacos ni provocan cancer, y no tienen efectos secundarios patoldgicos.

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona asi un método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia
muscular de Duchenne en un individuo, donde el método comprende administracion a dicho individuo de un
compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional, y provisién a dicho individuo de una
fuente de mIGF-1, preferiblemente el mismo mIGF-1, un compuesto capaz de aumentar expresion y/o actividad de
mIGF-1.

Como declarado antes, la cantidad de mIGF-1 es por ejemplo aumentada por aumento de expresion del gen mIGF-1
y/o por administracion de proteina mIGF-1 y/o un equivalente funcional de la misma (especialmente la isoforma
mIGF-1 Ea [como descrita en 27, isoforma homologa humana IGF-1 4: SEC ID n.°: 2)).

Una combinacion de mIGF-1, o un compuesto capaz de aumentar la expresion de mIGF-1 o la actividad de mIGF-1,
y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional para uso como un medicamento es
también proporcionado en esta divulgacion, al igual que un uso de mIGF-1, o un compuesto capaz de aumentar
expresion de mIGF-1 o actividad mIGF-1, y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina de distrofina
funcional para la preparacion de un medicamento para aliviar uno o varios sintomas de DMD.

En una forma de realizacion, tal combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una forma severa de BMD
donde se forma una proteina distrofina muy corta que no es suficientemente funcional.

[0042] En el contexto de la divulgacion, una cantidad o actividad aumentada de mIGF-1 se puede alcanzar mediante
el aumento del nivel de expresién génica de un gen IGF-1, mediante el aumento la cantidad de una correspondiente
proteina IGF-1 y/o mediante el aumento de una actividad de una proteina IGF1.

Una proteina preferida mIGF-1 ha sido anteriormente definida aqui.

Un aumento de una actividad de dicha proteina se entiende aqui que significa cualquier cambio detectable en una
actividad biolégica ejercida por dicha proteina o en el nivel estable de dicha proteina en comparacién con dicha
actividad o estado estable en un individuo que no ha sido tratado.

Cantidad o actividad aumentada de mIGF-1 son preferiblemente evaluadas por deteccién de expresién aumentada
de biomarcador de hipertrofia muscular GATA-2 (como descrita en 27).

[0043] Nivel de expresion génica es preferiblemente evaluado usando técnicas de biologia molecular tradicionales
tales como andlisis de (tiempo real) PCR, series o northern.

Un nivel estable de una proteina se determina directamente por cuantificacion de la cantidad de una proteina.
Cuantificar una cantidad de proteina se puede realizar por cualquier técnica conocida tal como electrotransferencia o
inmunoensayo que utiliza un anticuerpo dirigido contra una proteina.

La persona experta entendera que alternativamente o en combinacion con la cuantificacién de un nivel de expresion
génica y/o una proteina correspondiente, la cuantificacion de un sustrato de una proteina correspondiente o de
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cualquier compuesto conocido por asociarse con una funciéon o actividad de una proteina correspondiente o la
cuantificacion de dicha funcion o actividad de una proteina correspondiente que utiliza un ensayo especifico se
puede utilizar para valorar la alteracion de un nivel de actividad o estado estable de una proteina.

[0044] En un método de la divulgacién, una actividad o nivel de estado estable de dicha proteina se puede alterar en
el nivel de la proteina misma, por ejemplo proporcionando una proteina a una célula de una fuente exdgena.

[0045] Preferiblemente en la divulgacion, un aumento o una regulacién del nivel de expresién de un dicho gen
significa un aumento de al menos 5% del nivel de expresién de dicho gen usando series.

Mas preferiblemente, un aumento del nivel de expresion de dicho gen significa un aumento de al menos 10%, aln
mas preferiblemente al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 70%, al menos 90%, al
menos 150% o mas.

En otra forma de realizacion preferida de la divulgacion, un aumento del nivel de expresion de dicha proteina
significa un aumento de al menos 5% del nivel de expresiéon de dicha proteina usando electrotransferencia y/o
usando ELISA o un ensayo adecuado.

Mas preferiblemente, un aumento del nivel de expresién de una proteina significa un aumento de al menos 10%, adn
mas preferiblemente al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 70%, al menos 90%, al
menos 150% o mas.

[0046] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacion, un aumento de actividad de polipéptido significa un
aumento de al menos 5% de una actividad de polipéptido que utiliza un ensayo adecuado.

Mas preferiblemente, un aumento de actividad de polipéptido significa un aumento de al menos 10%, aun mas
preferiblemente al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 70%, al menos 90%, al
menos 150% o mas.

El aumento es preferiblemente evaluado por comparacion con actividad correspondiente en el individuo antes del
tratamiento.

[0047] Una forma preferida de proporcionar una fuente de mIGF1 segun la divulgacion es introducir una codificaciéon
de transgen mIGF1, preferiblemente una isoforma mIGF-1 Ea (como descrita en 27, isoforma homéloga humana
IGF-1 4: SEC ID n.%: 2), mas preferiblemente en un vector AAV como mas tarde definido aqui.

Tal fuente de mIGF1 es especificamente expresada en el tejido muscular como se describe en ratones en 27.

[0048] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacién, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con un antioxidante.

Estrés oxidativo es un factor importante en la progresion de DMD y promueve inflamacion y fibrosis crénica®.

Los productos mas predominantes de estrés oxidativo, los lipidos peroxidados, se aumentan por un promedio de
35% en nifios con Duchenne.

Niveles aumentados de la superéxido-dismutasa de enzimas y catalasa reducen la cantidad excesiva de radicales
libres que causan estos efectos.

De hecho, un complemento dietético Protandim® (LifeVantage) fue clinicamente evaluado y se descubrié que
aumenta niveles de superoxido-dismutasa (hasta 30%) y catalasa (hasta 54%), que de hecho significativamente
inhibieron la peroxidacion de lipidos en 29 personas saludables®.

Tal gestion eficaz de estrés oxidativo preserva asi la calidad muscular y asi promueve el efecto positivo de terapia de
DMD.

Idebenona es otro antioxidante potente con una estructura quimica derivada de coenzima natural Q10.

Protege la mitocondria donde trifosfato de adenosina, ATP, se genera por fosforilacion oxidante.

La ausencia de distrofina en DMD negativamente afecta a este proceso en el corazén, y probablemente también en
el masculo esquelético.

Idebenona fue recientemente aplicada en ensayos clinicos en EEUU y Europa que demuestran eficacia en aspectos
neuroldgicos de Ataxia de Friedreich®".

Una prueba clinica de fase lla aleatorizada doble ciego controlada por placebo con Idebenona ha sido iniciada
recientemente en la Bélgica, incluyendo 21 nifios con Duchenne de 8 a 16 afios de edad.

El objetivo primario de este estudio es decidir el efecto de Idebenona en la funcién del musculo del corazoén.

Ademas diferentes pruebas seran realizadas para detectar el beneficio funcional posible en la fuerza muscular en los
pacientes.

Cuando es eficaz, Idebenona es un compuesto complementario preferido para usar en un método segun la presente
divulgacion para mejorar el efecto terapéutico de terapia DMD, especialmente en el corazon.

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona asi un método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia
muscular de Duchenne en un individuo, donde el método comprende administracion a dicho individuo de un
antioxidante y un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

Una combinacién de un antioxidante y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional
para uso como un medicamento es también proporcionado en la divulgacién, al igual que un uso de un antioxidante
y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina de distrofina funcional para la preparacion de un
medicamento para aliviar uno o varios sintomas de DMD.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde una proteina distrofina muy corta se forma que no es suficientemente funcional.
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Dependiendo de la identidad del antioxidante, la persona experta conocera qué cantidades son preferiblemente
usadas.

Un antioxidante puede incluir bacésido, silimarina, curcumina, un polifenol, preferiblemente epigalocatequina-3-
galato (EGCG).

Preferiblemente en la divulgacién, un antioxidante es una mezcla de antioxidantes como el complementar dietético
Protandim® (LifeVantage).

Una capsula diaria de 675mg de Protandim® comprende 150 mg de B. monniera (45% bacdsidos), 225mg de S.
marianum (70-80% silimarina), 150 mg de W. polvo de somnifera, 75mg de té verde (98% polifenoles donde 45%
EGCG) y 75mg de curcuma (95% curcumina).

[0049] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacién, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con un inhibidor de canal iénico.

La presencia de membranas musculares dafiadas en DMD altera el pasaje de iones de calcio en las miofibras, y la
homeostasis de calcio consecuentemente interrumpido activa muchas enzimas, por ejemplo proteasas, que causan
dafio adicional y necrosis muscular.

Canales idnicos que contribuyen directamente a la acumulacién patoldgica de calcio en el masculo distrofico son
objetivos potenciales para compuestos complementarios para tratar DMD.

Existen pruebas de que algunos farmacos, tales como pentoxifilina, bloquean canales de calcio sensible al ejercicio®
y antibiéticos que bloquean canales activados de extension reducen necrosis de miofibra en ratones mdx y niveles
de creatina-cinasa en nifios con DMD %,

Una forma de realizacion la divulgacion proporciona asi un método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia
muscular de Duchenne en un individuo, donde el método comprende la administracién a dicho individuo de un
inhibidor de canal i6nico y un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

Una combinacion de un inhibidor de canal iénico y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina
distrofina funcional para su uso como un medicamento es también proporcionado en la divulgacion, al igual que un
uso de un inhibidor de canal i6nico y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina de distrofina
funcional para la preparacion de un medicamento para aliviar uno o varios sintomas de DMD.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde una proteina distrofina muy corta se forma que no es suficientemente funcional.

[0050] Preferiblemente en la divulgacion, inhibidores de canal idnico de la clase de xantinas se usan.

Mas preferiblemente, dichas xantinas son los derivados de metilxantinas, y de la forma mas preferible, dichos
derivados de metilxantina son elegidos del grupo consistente en pentoxifilina, furafilina, isofilina, propentofilina,
pentifilina, teofilina, torbafilina, albifilina, enprofilina y derivados de las mismas.

Muy preferido es el uso de pentoxifilina.

Inhibidores de canal i6nico de la clase de xantinas mejoran la frecuencia de omisién de un exdn de distrofina de un
pre-ARNm que comprende dicho exdn, cuando se usa un oligonucledtido dirigido hacia el exén o a uno o ambos
sitios de empalme de dicho exon.

La frecuencia de omisién mejorada también aumenta el nivel de proteina distrofina funcional producida en una célula
muscular de un individuo con DMD o BMD.

[0051] Dependiendo de la identidad del inhibidor de canal idnico, la persona experta conocera qué cantidades son
preferiblemente usadas.

Dosificaciones adecuadas de pentoxifilina estan entre aproximadamente 1 mg/kg/dia y aproximadamente 100
mg/kg/dia, dosificaciones preferidas estan entre aproximadamente 10 mg/kg/dia y 50 mg/kg/dia.

Dosificaciones tipicas usadas en seres humanos son 20 mg/kg/dia.

[0052] En una forma de realizacién de la divulgacion, un inhibidor de canal idnico se administra a dicho individuo
antes de la administracion de un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional.

En esta forma de realizacion, se prefiere que dicho inhibidor de canal iénico se administre al menos un dia, mas
preferido al menos una semana, mas preferido al menos dos semanas, mas preferido al menos tres semanas antes
de la administracion de un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

[0053] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacion, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con un inhibidor de proteasa.

Calpainas son proteasas activadas de calcio que se aumentan en el musculo distréfico y son responsables de la
degeneracion de miofibra.

Inhibidores de calpaina tales como calpastatina, Ieupeptina34, calpeptina, inhibidor de calpaina Ill, o PD150606 son
por lo tanto aplicados para reducir el proceso de degeneracion.

Un compuesto nuevo, BN 82270

(Ipsen) que tiene accion doble tanto como un inhibidor de calpaina como un aumento de la fuerza muscular
antioxidante, disminuy6 el suero CK y redujo la fibrosis del diafragma mdx, indicando un efecto terapéutico con este
nuevo compuesto®.

Ademas compuesto de Leupeptina/Carnitina (Myodur) ha sido propuesto recientemente para ensayos clinicos en
pacientes con DMD.
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[0054] MG132 es ademas inhibidor proteasémico que ha mostrado reducir dafio de membrana muscular, y mejorar
las sefiales histopatol6gicas de distrofia muscular %,

MG-132 (CBZ-leucil-leucil-leucinal) es un inhibidor permeable a células proteasémico (Ki=4nM), que inhibe
Activacion de nFkappaB evitando la degradacion de lkappaB (IC50 = 3 uM).

Ademas, es un péptido aldehido que inhibe proteodlisis mediada por ubiquitina por unién e inactivacion de
proteasomas 20S y 26S.

MG-132 ha mostrado inhibir la degradacién proteasémica de proteinas asociadas a la distrofina en el modelo de
raton mdx distréfico .

Este compuesto es asi también adecuado para su uso como un compuesto farmacolégico complementario para
DMD.

Ademas proporcionado en la divulgacion es por lo tanto un método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia
muscular de Duchenne en un individuo, donde el método comprende administracién a dicho individuo de un inhibidor
de proteasa y un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

Una combinacién de un inhibidor de proteasa y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina
funcional para su uso como un medicamento es también proporcionado en la divulgacién, al igual que un uso de un
inhibidor de proteasa y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina de distrofina funcional para la
preparacion de un medicamento para aliviar uno o varios sintomas de DMD.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde una proteina distrofina muy corta se forma que no es suficientemente funcional.
Dependiendo de la identidad del inhibidor de proteasa, la persona experta conocerd qué cantidades son
preferiblemente usadas.

[0055] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacion, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con L-arginina.

Falta de distrofina se une con la pérdida del complejo DGC en las membranas de fibra, incluyendo sintasa de 6xido
nitrico neuronal (NNOS).

La expresion de un transgén en ratones mdx nNOS redujo en gran medida el dafio de la membrana muscular.

De forma similar, administracion de L-arginina (el sustrato para sintasa de 6xido nitrico) aumentd produccién de NO
y expresion de utrofina sobrerregulada en ratones mdx.

seis semanas de tratamiento con L-arginina mejoraron patologia muscular y la disminucion de CK en suero en
ratones mdx *’.

El uso de L-arginina como una terapia complementaria en combinacién con un compuesto para suministrar a dicho
individuo una proteina distrofina funcional no ha sido descrito.

[0056] Ademas proporcionado en la divulgacion es por lo tanto un método para aliviar uno o varios sintomas de
distrofia muscular de Duchenne en un individuo, donde el método comprende administracion L-arginina a dicho
individuo y un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

Una combinacién de L-arginina y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional para
su uso como un medicamento es también proporcionado en la divulgacion, al igual que un uso de L-arginina y un
compuesto para suministrar a un individuo una proteina de distrofina funcional para la preparacion de un
medicamento para aliviar uno o varios sintomas de DMD.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacion se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde una proteina distrofina muy corta se forma que no es suficientemente funcional.

[0057] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacion, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con bloqueador de receptor Losartana de angiotensina Il tipo 1 que
normaliza arquitectura muscular, reparacion y funcion, como se muestra en el modelo de ratén mdx deficiente en
distrofina %.

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona asi un método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia
muscular de Duchenne en un individuo, donde el método comprende administracion a dicho individuo del bloqueador
de receptor Losartana de angiotensina Il tipo 1,

y un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

Una combinacion de bloqueador de receptor Losartana de angiotensina Il tipo 1 y un compuesto para suministrar a
un individuo una proteina distrofina funcional para su uso como un medicamento es también proporcionado en la
divulgacion, al igual que un uso para bloqueador de receptor Losartana de angiotensina Il tipo 1 y un compuesto
para suministrar a un individuo una proteina de distrofina funcional para la preparaciéon de un medicamento para
aliviar uno o varios sintomas de DMD.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde una proteina distrofina muy corta se forma que no es suficientemente funcional.
Dependiendo del bloqueador de receptor Losartana de angiotensina Il tipo 1, la persona experta conocera qué
cantidades son preferiblemente usadas.

[0058] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacién, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con un inhibidor de enzima de conversion de angiotensina (ECA),
preferiblemente perindoprilo.

Inhibidores de la ACE son capaces de reducir la presion sanguinea.
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Iniciacion temprana de tratamiento con perindoprilo se asocia a una mortalidad inferior en pacientes con DMD 2,

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona asi un método para aliviar uno o varios sintomas de distrofia
muscular de Duchenne en un individuo, el método comprendiendo administracién a dicho individuo de un inhibidor
ECA, preferiblemente perindoprilo, y un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina
funcional.

Una combinacién de un inhibidor ECA, preferiblemente perindoprilo, y un compuesto para suministrar a un individuo
una proteina distrofina funcional para su uso como un medicamento es también proporcionado en la divulgacion, al
igual que un uso de un inhibidor ECA, preferiblemente perindoprilo, y un compuesto para suministrar a un individuo
una proteina de distrofina funcional para la preparacién de un medicamento para aliviar uno o varios sintomas de
DMD.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde una proteina distrofina muy corta se forma que no es suficientemente funcional.

Las dosis usuales de un inhibidor ECA, preferiblemente perindoprilo son aproximadamente de 2 a 4 mg/dia 22.

[0059] En una forma de realizaciébn mas preferida de la divulgacion, un inhibidor ECA se combina con al menos uno
de los compuestos complementario previamente identificados.

[0060] En otra forma de realizacion preferida de la divulgacién, un compuesto para suministrar a un individuo una
proteina distrofina funcional se combina con un compuesto que es capaz de aumentar la omisién de exén y/o inhibir
ensamblaje de espliceosoma y/o empalme.

Compuestos quimicos pequefios, tales como por ejemplo derivados de indol especifico, han mostrados que
selectivamente cohiben ensamblaje y empalme de espliceosoma®, por ejemplo por interferencia con la unién de
proteinas ricas en en arginina o serina (SR) para su potenciadores de empalme afines (ISE o ESE) y/o por
interferencia con la union de represores de empalme para secuencias de silenciador (ESS o ISS).

Estos compuestos son por lo tanto adecuados para aplicar como compuestos complementarios que mejoran omision
de exon.

[0061] Ademés proporcionado por la divulgaciéon es por lo tanto un método para aliviar uno o varios sintomas de
distrofia muscular de Duchenne en un individuo, donde el método comprende administracion a dicho individuo de un
compuesto para aumento de omision de exon y/o inhibicion de ensamblaje de espliceosoma y/o empalme, y un
compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional.

Una combinacion de un compuesto para aumento de omision de exdn y/o inhibicion de ensamblaje de espliceosoma
y/o empalme y un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional para su uso como un
medicamento es también proporcionado en la divulgacion, al igual que un uso de un compuesto para aumento de
omisién de exén y/o inhibicion de ensamblaje de espliceosoma y/o empalme y un compuesto para suministrar a un
individuo una proteina de distrofina funcional para la preparacion de un medicamento para aliviar uno o varios
sintomas de DMD.

En una forma de realizacion de la divulgacion, dicha combinacién se usa para aliviar uno o varios sintomas de una
forma severa de BMD donde una proteina distrofina muy corta se forma que no es suficientemente funcional.
Dependiendo de la identidad del compuesto que es capaz de aumentar omision de exon y/o inhibir ensamblaje de
espliceosoma y/o empalme, la persona experta conocera qué cantidades son preferiblemente usadas.

En una forma de realizacion mas preferida de la divulgacion, un compuesto para aumento de omision de exon y/o
inhibicion de ensamblaje de espliceosoma y/o empalme se combina con un inhibidor ECA y/o con cualquier
compuesto complementario como identificados aqui antes.

[0062] Un producto farmacéutico que comprende un compuesto para suministrar a un individuo una proteina
distrofina funcional, cualquiera de los compuestos complementario anteriormente mencionado, y un portador ,
relleno, conservante, adyuvante, solubilizador, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable es también
proporcionado.

Tal portador, relleno, conservante, adyuvante, solubilizador, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable
puede por ejemplo encontrarse en el Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20" Edition. Baltimore, MD:
Lippincott Williams & Wilkins, 2000.

[0063] Por lo tanto, aqui descrito es un método, combinacion, uso o producto farmacéutico segun la invencion,
donde dicho compuesto complementario comprende un esteroide, un inhibidor ECA (preferiblemente
perindoprilo),bloqueador de receptor Losartana de angiotensina |l tipo 1, un inhibidor (TNFa) de necrosis de tumor
de factor-alfa, una fuente de mIGF-1, preferiblemente mIGF-1, un compuesto para aumento de expresion mIGF-1, un
compuesto para aumento actividad mIGF-1, un antioxidante, un inhibidor de canal i6nico, un inhibidor de proteasa,
L-arginina y/o un compuesto para aumento de omisién de exdn y/o inhibicion de ensamblaje de espliceosoma y/o
empalme.

Como se describe antes en la divulgacion, un individuo dispone de una proteina distrofina funcional en varias
maneras, por ejemplo por supresién de coddén de terminacién por gentamicina o PTC124'" o por entrega de gen
mediado por virus adeno-asociado (AAV) de un gen funcional de mini o micro-distrofina®®2°.,
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[0064] Preferiblemente, sin embargo, dicho compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina
funcional comprende un oligonucleétido, o un equivalente funcional del mismo, para al menos en parte disminuir la
produccién de una proteina de distrofina aberrante en dicho individuo.

Disminuir la produccion de una distrofina aberrante ARNm, o proteina distrofina aberrante, preferiblemente significa
que 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o menos de la cantidad inicial de distrofina aberrante
ARNmM, o proteina de distrofina aberrante, sigue siendo detectable por RT PCR (ARNm) o inmunofluorescencia o
electrotransferencia (proteina).

Una distrofina aberrante ARNm o proteina es también denominada en este caso como una ARNm o proteina
distrofina no funcional.

Una proteina distrofina no funcional es preferiblemente una proteina de distrofina que no es capaz de enlazar actina
y/o miembros del complejo de proteina DGC.

Una proteina distrofina no funcional o distrofina ARNm tipicamente no tiene o no codifica una proteina de distrofina
con una C-terminal intacta de la proteina.

Dicho oligonucleétido preferiblemente comprende un antisentido oligorribonucleotido.

En una forma de realizacién preferida una técnica de omision de exon es aplicada.

Omisién de exdn interfiere con los procesos de empalme natural que ocurren dentro de una célula eucariota.

En eucariotas mas altas la informacion genética para proteinas en el ADN de la célula se codifica en exones que son
separados entre si por secuencias intrénicas.

Estos intrones son en algunos muy largos.

La maquinaria de transcripcion de eucariotas genera un pre-ARNm que contiene tanto exones como intrones,
mientras que la maquinaria de empalme, a menudo ya durante la produccion del pre-ARNm, genera la regién de
codificacion real de la proteina cortando y empalmando juntos los exones presentes en el pre-mRNA.

[0065] Omisién de exdn produce ARNm maduro que carece de al menos un exén omitido.

Asi, cuando dicho exdn codifica para aminoacidos, omision de exon lleva a la expresion de un producto alterado.
Tecnologia para omision de exén es actualmente dirigida hacia el uso de oligonucleétidos antisentido (AON).

Mucho de este trabajo es hecho en el modelo de ratén mdx para distrofia muscular de Duchenne.

El raton mdx, que lleva un mutacioén sin sentido en el exén 23 del gen de distrofina, ha sido usado como un modelo
animal de DMD.

A pesar de la mutacion mdx, que deberia excluir la sintesis de una proteina distrofina funcional, fibras positivas de
distrofina raras de origen natural han sido observadas en el tejido muscular mdx.

Se piensa que estas fibras positivas de distrofina han surgido de un mecanismo de omisiéon de exon aparentemente
de origen natural, bien debido a mutaciones somaticas o a través de empalme alternativo.

AON dirigidos hacia, respectivamente, el 3' y/o 5' sitios de empalme de intrones 22 y 23 en el pre-ARNm de
distrofina, han mostrados interferir con factores normalmente implicados en la eliminacién de intron 23 de modo que
también exon 23 fue quitado del MRNA> > & 3940

[0066] Por la omisién dirigida de un exdén especifico, un fenotipo DMD se convierte en un mas suave fenotipo BMD.
La omisién de un exdn es preferiblemente inducido por la union de AON dirigidos a unos o ambos de los sitios de
empalme, o secuencias internas de exon.

Un oligonucledtido dirigido hacia una secuencia interna de exon tipicamente exhibe ninguna superposicién con
secuencias sin exon.

Preferiblemente no se superpone con los sitios de empalme al menos no en la medida en que estos estan presentes
en el intrén.

Un oligonucledtido dirigido hacia una secuencia interna de exdn preferiblemente no contiene una secuencia
complementario para un intrén adyacente.

Ademas proporcionado es asi un método, combinacién, uso o producto farmacéutico segun la invencién, donde
dicho compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional comprende un oligonucleétido,
0 un equivalente funcional del mismo, para inclusién de inhibicion de un exén de un pre-ARNm de distrofina en el
ARNmM producido del empalme de dicho pre-ARNm.

Una técnica de omision de exdn es preferiblemente aplicada de manera que la ausencia de un exén de ARNm
producida de pre-ARNm de distrofina genera una regién de codificacion para una proteina distrofina funcional, sin
embargo mas corta.

En este contexto, inhibir inclusién de un exdn preferiblemente significa que la deteccion de la distrofina original
aberrante ARNm es disminuida en al menos aproximadamente 10% como evaluado por RT-PCR o que una proteina
distrofina aberrante correspondiente es disminuida en al menos aproximadamente 10% como evaluado por
Inmunofluorescencia o andlisis de electrotransferencia.

La reduccion es preferiblemente de al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100%.

[0067] Una vez se prevé un paciente de DMD con una proteina distrofina funcional, la causa de DMD es apartada.
Por lo tanto, luego seria previsto que los sintomas de DMD sean suficientemente aliviados.

Sin embargo, como ya se ha descrito antes, la presente invencién proporciona la comprension de que, aunque
técnicas de omision de exdn son capaces de proporcionar una proteina distrofina funcional, un sintoma de DMD
sigue siendo ademas aliviado por administracién a un paciente con DMD de un compuesto complementario para
reducir la inflamacién, preferiblemente para inflamacién de tejido muscular de reduccién, y/o un compuesto
complementario para mejorar la funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular.
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Ademas, la presente invencién proporciona la comprension de que una terapia complementaria que contrarresta la
inflamacién no afecta negativamente a la terapia de AON.

La presente invencion ademas proporciona la comprension de que la frecuencia de omision de un exén de distrofina
de un pre-ARNm que comprende dicho exén es mejorado, cuando se usa un oligonucleétido dirigido hacia el exén o
a uno o ambos sitios de empalme de dicho exon.

La frecuencia de omision mejorada también aumenta el nivel de proteina distrofina funcional producido en una célula
muscular de un individuo con DMD o BMD.

[0068] Ya que un exdn de un pre-ARNm de distrofina solo sera incluido en el ARNm resultante cuando los sitios de
empalme son reconocidos por el complejo de espliceosoma, sitios de empalme son objetivos obvios para AON.

Una forma de realizacion de la presente divulgaciéon por lo tanto proporciona un método, combinacion, uso o
producto farmacéutico, donde dicho compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional
comprende un oligonucleétido, o un equivalente funcional del mismo, que comprende una secuencia que es
complementaria a una region sin exén de una distrofina pre ARNm.

En una forma de realizacion de la divulgacion, se usa un AON que es Unicamente complementario a una region sin
exon de una distrofina pre ARNm.

Esto sin embargo no es necesario: es también posible usar un AON que comprende una secuencia especifica de
intron asi como secuencia especifica de exén.

Tal AON comprende una secuencia que es complementaria a una region sin exon de una distrofina pre ARNm, al
igual que una secuencia que es complementaria a una region de exon de una distrofina pre ARNm.

Por supuesto, un AON no es necesariamente complementario a la secuencia entera de un exon o intron de
distrofina.

AON que son complementarios a una parte de tal exén o intrén son preferidos.

Un AON es preferiblemente complementario a por lo menos parte de un exén de distrofina y/o intrén, donde dicha
parte tiene al menos 13 nucleodtidos.

[0069] Empalme de un pre-ARNm de distrofina ocurre via dos reacciones de transesterificacion secuencial.

Primero, el 2'0OH de un nucledtido de punto de derivacion especifico en el intrén que se define durante ensamblaje
de espliceosoma ejecuta un ataque nucleofilico en el primer nucleétido del intrén en el 5' sitio de empalme que forma
el lazo intermedio.

Segundo, el 3'OH del liberado 5' exdn luego ejecuta un ataque nucleofilico en el nucleétido dltimo del intron en el 3'
sitio de empalme juntando asi los exones y liberando el lazo de intron.

El punto de derivacion y sitios de empalme de un intrén son asi implicados en un evento de empalme.

Por lo tanto, un oligonucledtido que comprende una secuencia que es complementaria hasta tal punto de derivacion
y/o sitio de empalme es preferiblemente usado para omision de exén.

Ademas proporcionado es por lo tanto un método, combinacion, uso o producto farmacéutico segun la divulgacion,
donde dicho compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional comprende un
oligonucleétido, o un equivalente funcional del mismo, que comprende una secuencia que es complementaria a un
sitio de empalme y/o punto de derivacion de una distrofina pre ARNm.

[0070] Ya que sitios de empalme contienen secuencias de consenso, el uso de un oligonuclettido o un equivalente
funcional del mismo (aqui también llamado un AON) que comprende una secuencia que es complementaria a un
sitio de empalme implica el riesgo de hibridacion promiscua.

Hibridacién de AON para otros sitios de empalme diferentes a los sitios del exén a ser omitido podrian facilmente
interferir con la exactitud del proceso de empalme.

Para superar estos y otros problemas potenciales relacionados con el uso de AON que son complementarios a una
secuencia de intrén, una forma de realizacion preferida de la divulgacién proporciona un método, combinacién, uso o
producto farmacéutico, donde dicho compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional
comprende un oligonucleétido, o un equivalente funcional del mismo, que comprende una secuencia que es
complementaria a un exon de pre-ARNm de distrofina.

Preferiblemente, dicho AON es capaz de inhibir especificamente una sefial de inclusion de exén de al menos un
exon en dicho pre-ARNm de distrofina.

Interferir con una sefal de inclusién de exdn (EIS) tiene la ventaja de que tales elementos se sitlan en el exon.
Proporcionando un AON para que el interior del exén sea omitido, es posible interferir con la sefial de inclusion de
exon y asi eficazmente enmascarar el exén del equipo de empalme.

El fallo del equipo de empalme de reconocer el exdn a ser omitido asi lleva a exclusion del exdn del ARNm final.
Esta forma de realizacion no interfiere directamente con el proceso enzimatico de la maquinaria de empalme (la
union de los exones).

Se piensa que esto permite que el método sea mas especifico y/o fiable.

Se piensa que un EIS es una estructura particular de un exén que permite a receptor y donador de empalme asumir
una conformacién espacial particular.

En este concepto es la conformacion espacial particular lo que habilita la a maquinaria de empalme reconocer el
exon.

Sin embargo, la divulgacion ciertamente no esta limitada a este modelo.

Se ha descubierto que agentes capaces de unién a un exon son capaces de inhibicion de un EIS.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 564 563 T3

Un AON puede especificamente contactar dicho exén en cualquier punto y todavia ser capaz de especificamente
inhibir dicho EIS.

[0071] Utilizando AON internos de exdn especifico para una secuencia de exén 46, fuimos previamente capaces de
modular el modelo de empalme en miotubos cultivados de dos pacientes con DMD diferentes con una supresion de
exon 45

Después del tratamiento AON, exdn 46 fue omitido, lo que resulté en un marco de lectura restaurado y la induccion
de sintesis de distrofina en al menos 75% de las células.

Hemos recientemente mostrado que omisién de exdon puede también ser inducida eficazmente en el control humano
y series de pacientes con mutaciones diferentes, incluyendo sulpresiones, duplicaciones y mutaciones puntuales,
para 39 exones DMD diferentes usando AONinterno de exén 2.

[0072] Un equivalente funcional de un oligonucleétidos preferiblemente significa un oligonucleétido tal y como se
define aqui donde uno o varios nucledtidos han sido sustituidos y donde una actividad de dicho equivalente funcional
se retiene por lo menos hasta cierto punto.

Preferiblemente, una actividad de dicho equivalente funcional es proporcionar una proteina distrofina funcional.
Dicha actividad de dicho equivalente funcional es por lo tanto preferiblemente evaluada por cuantificacién de la
cantidad de una proteina distrofina funcional.

Una distrofina funcional es aqui preferiblemente definida como una distrofina capaz de enlazar actina y miembros del
complejo de proteina DGC.

La evaluacion de dicha actividad de un oligonucledtido es preferiblemente hecha por RT-PCR o por
Inmunofluorescencia o andlisis de electrotransferencia.

Dicha actividad es preferiblemente retenida por lo menos hasta cierto punto cuando representa al menos 50%, o al
menos 60%, o al menos 70% o al menos 80% o al menos 90% o al menos 95% o mas de actividad correspondiente
de dicho oligonucledtido del cual el equivalente funcional deriva.

En todo esta aplicacion, cuando la palabra oligonucle6tido se usa se puede sustituir por un equivalente funcional del
mismo tal y como se define aqui.

[0073] Por lo tanto, el uso de un oligonucleétido, o un equivalente funcional del mismo, que comprende o consistente
en una secuencia que es complementaria a un exon de pre-ARNm de distrofina proporciona buenos resultados anti-
DMD.

Se usa un oligonucleodtido, o un equivalente funcional del mismo, que comprende o consiste en una secuencia que
es complementaria a por lo menos parte de exon de pre-ARNm de distrofina 2, 8, 9, 17, 19, 29, 40-46, 48-53, 55 o
59, donde dicha parte tiene al menos 13 nucleétidos.

Sin embargo, dicha parte también puede tener al menos 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30 nucledtidos.

[0074] De la forma mas preferible en la divulgacién se usa un AON que comprende o0 consiste en una secuencia que
es complementaria a por lo menos parte de exén de pre-ARNm de distrofina 51, 44, 45, 53, 46, 43, 2, 8, 50 y/o 52,
donde dicha parte tiene al menos 13 nucleotidos.

Sin embargo, dicha parte también puede tener al menos 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30 nucledtidos.

Muchos oligonucleoétidos preferidos de la divulgacion se identifican por cada uno de las siguientes secuencias SEC
ID NO: 3 a SEC ID n.°: 284.

Por consiguiente, un oligonucleétido mas preferido como usado en la divulgacion se representa por una secuencia
de SEC ID NO:3 a SEC ID NO:284.

Un oligonucledtido mas preferido como usados en la divulgacién es seleccionado del grupo consistente en SEC ID
NO:3 a NO:284.

El oligonucledtido antisentido de la invencién comprende una secuencia que es complementaria a una parte de pre-
ARNmMm de distrofina de exdn humano 51 y dicho oligonucleétido se representa por SEC ID NO:204.

[0075] Dichos exones se enumeran en el orden decreciente de aplicabilidad de poblacion de pacientes.

Por lo tanto, el uso de un AON que comprende una secuencia que es complementaria a por lo menos parte de
distrofina pre-exén de ARNm 51 es adecuado para uso en una parte mas grande de la poblaciéon de pacientes con
DMD en comparaciéon con un AON que comprende una secuencia que es complementaria a exén de pre-ARNm de
distrofina 44, etcétera.

[0076] En una forma de realizacion preferida, un oligonucleétido de la divulgacion que comprende una secuencia
que es complementaria a parte de distrofina pre-ARNm es tal que la parte complementaria es al menos 50% de la
longitud del oligonucleétido de la invencion, mas preferiblemente al menos 60%, ain mas preferiblemente al menos
70%, aun mas preferiblemente al menos 80%, aun mas preferiblemente al menos 90% o aun mas preferiblemente al
menos 95%, 0 aun mas preferiblemente 98% o0 mas.

En una forma de realizacion mas preferida de la divulgacion, el oligonucleétido consiste en una secuencia que es
complementaria a parte de distrofina pre-ARNm tal y como se define aqui.

Por ejemplo, un oligonucleétido puede comprender una secuencia que es complementaria a parte de distrofina pre-
ARNm tal y como se define aqui y secuencias flanqueantes adicionales.
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En una forma de realizacion mas preferida de la divulgacion, la longitud de dicha parte complementaria de dicho
oligonucleétido es de al menos 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 nucleétidos.
Preferiblemente en la divulgacién, secuencias flanqueantes adicionales se utilizan para modificar la unién de una
proteina al oligonucleétido, o para modificar una propiedad termodinamica del oligonucleétido, méas preferiblemente
para modificar afinidad de uniéon de ARN objetivo.

[0077] Una forma de realizacion preferida de la divulgaciéon proporciona un método, combinacién, uso o producto
farmacéutico seguln la invencion, donde dicho compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina
funcional comprende un oligonucleétido, o un equivalente funcional del mismo, que comprende:
- una secuencia que es complementaria a una region de un exén de pre-ARNm de distrofina que se
hibridiza a otra parte de un exén de pre-ARNm de distrofina (estructura cerrada), y
- una secuencia que es complementaria a una region de un exén de pre-ARNm de distrofina que no se
hibridiza en dicho pre-ARNm de distrofina (estructura abierta).

[0078] Para esta forma de realizacion, se hace referencia a nuestra solicitud de patente WO 2004/083432.

Moléculas ARN muestran estructuras secundarias fuertes, en su mayoria debido a emparejamiento de base de
extensiones complementarias o parcialmente complementarias en el mismo ARN.

Se ha pensado desde hace mucho tiempo que estructuras en el ARN juegan un papel en la funcién del ARN.

Sin pretender imponer ninguna teoria, se cree que la estructura secundaria del ARN de un exdn juega un papel en la
estructuracion de del proceso de empalme.

A través de su estructura, un exén es reconocido como una parte que necesita de incluida en el ARNm.

Aqui esta funcion de sefializacion es referida como una sefial de inclusion de exon.

Un oligonuclettido complementario de esta forma de realizacion es capaz de interferir con la estructura del exén y es
asi capaz de interferir con la sefial de inclusion de exdn del exon.

Se ha descubierto que muchos oligonucleétidos complementarios de hecho comprenden esta capacidad, algunos
mas eficaces que otros.

Oligonucledtidos de esta forma de realizacién preferida, es decir aquellos con dicha superposicién dirigidos hacia
estructuras abiertas y cerradas en el exén nativo ARN, son una seleccion de todos los oligonucleétidos posibles.

La seleccidn abarca oligonucleétidos que pueden interferir eficazmente con una sefial de inclusion de exon.

Sin pretender imponer ninguna teoria se piensa que la superposicidn con una estructura abierta mejora la eficiencia
de invasion del oligonucledtido (es decir aumenta la eficiencia con la cual el oligonucleétido puede introducir la
estructura), mientras que el recubrimiento con la estructura cerrada aumenta posteriormente la eficiencia de
interferencia con la estructura secundaria del ARN del exdn, y asi interfieren con la sefial de inclusién de exén.

Se ha descubierto que la longitud de la complementariedad parcial para la estructura abierta y cerrada no es
extremadamente restringida.

Tenemos rendimientos altos observados con oligonucleétidos con longitudes variables de complementariedad en
cualquiera de estas estructura.

El término complementariedad se utiliza en este caso para referirse a una extension de acidos nucleicos que pueden
hibridar otra extension de acidos nucleicos bajo condiciones fisioldgicas.

Es asi no absolutamente requerido que todas las bases en la regiéon de complementariedad sean capaces de
emparejar con bases en la cadena opuesta.

Por ejemplo, al disefiar del oligonucle6tido uno puede querer incorporar por ejemplo un residuo que no empareja
base con la base en la cadena complementaria.

Incompatibilidades pueden hasta cierto punto ser permitidas, si dadas las circunstancias en la célula, la extension de
nucleétidos es capaz de hibridacién a la parte complementaria.

En una forma de realizacion preferida de la divulgacion una parte complementaria (bien a dicha estructura abierto o
a dicha estructura cerrada) comprende al menos 3, y mas preferiblemente al menos 4, nucleétidos consecutivos.

Las regiones complementarias son preferiblemente disefiadas de manera que, cuando combinadas, son especificas
para el exén en el pre-ARNm.

Tal especificidad se puede crear con varias longitudes de regiones complementarias ya que esta depende de las
secuencias reales en otros (pre) ARNm en el sistema.

El riesgo de que también uno o varios otros pre-ARNm sera capaz de hibridar al oligonucleétido disminuye al
aumentar el tamafio del oligonucleétido.

Es claro que oligonuclettidos que comprenden incompatibilidades en la region de complementariedad pero que
retienen la capacidad de hibridar a la regidn objetivo en el pre-ARNm, pueden ser usados.

Sin embargo, preferiblemente al menos las partes complementarias no comprenden tales incompatibilidades ya que
estas tipicamente tienen una eficiencia mas alta y una especificidad mas alta, que oligonucleétidos con tales
incompatibilidades en unas regiones complementarias.

Se piensa que fuerzas de hibridacion mas altas, (es decir, aumentando nimero de interacciones con la cadena
opuesta) son favorables para aumentar la eficiencia del proceso de interferencia con la maquinaria de empalme del
sistema.

Preferiblemente, la complementariedad es entre 90 y 100%.

En general esto permite aproximadamente 1 o 2 incompatibilidades16 en un oligonucleétido de alrededor de 20
nucledtidos.

[0079] La estructura secundaria es mejor analizada en el contexto del pre-ARNm donde el exén reside.
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Tal estructura se puede analizar en el ARN real.

Sin embargo, es actualmente posible predecir bastante bien la estructura secundaria de una molécula de ARN (con
costes de energia minimos), usando programas de modelado de estructura.

Un ejemplo no limitativo de un programa adecuado es ARN mfold versién 3.1 server®,

Un experto en la técnica sera capaz de predecir, con reproducibilidad adecuada, una estructura posible del exon,
dada la secuencia de nucledtidos.

Mejores predicciones se obtienen cuando se proporciona tal programa de modelaciéon con tanto el exén como
secuencias de intrones flanqueantes.

Es tipicamente no necesario modelar la estructura del pre-ARNm entero.

[0080] Las estructuras abierta y cerrada a las que el oligonucleétido es dirigido, son preferiblemente adyacentes una
a la otra.

Se piensa que de esta manera el recocimiento del oligonucleédtido a la estructura abierta induce abertura de la
estructura cerrada a partir de lo cual el recocimiento progresa a esta estructura cerrada.

A través de esta accion la estructura previamente cerrada asume una conformacion diferente.

La conformacion diferente produce la interrupcion de la sefial de inclusién de exén.

Sin embargo, cuando secuencias aceptoras (criptico) de empalme y/o donantes potenciales estan presentes en el
exon dirigido, ocasionalmente una sefial de inclusiéon de exén nueva es generada definiendo un (neo) exon diferente,
es decir con un diferente 5' extremo, un diferente 3' extremo, o ambos.

Este tipo de actividad esta dentro del campo de la presente divulgacion ya que el exén dirigido es excluido del
ARNmM.

La presencia de un exén nuevo, que contiene parte del exdn dirigido, en el ARNm no altera el hecho de que el exén
dirigido, como tal, es excluido.

La inclusién de un neoexdn puede verse como un efecto secundario que ocurre solo ocasionalmente.

Hay dos posibilidades cuando la omision de exdn se utiliza para devolver (parte de) un marco de lectura abierto de
distrofina que es interrumpido como resultado de una mutacion.

Una es que el neoexon es funcional en la restauracion del marco de lectura, mientras que en el otro caso el marco
de lectura no es restaurado.

Al seleccionar los oligonucledétidos para restaurar los marcos de lectura de distrofina mediante omisién de exon es
por supuesto claro que bajo estas condiciones solo se seleccionan aquellos oligonucleétidos que de hecho resultan
en omisidn de exdn que restaura el marco de lectura abierto de distrofina, con o sin un neoexén.

[0081] Ademas proporcionado es un método, combinacion, uso o producto farmacéutico segun la divulgacion, donde
dicho compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional comprende un oligonucledtido,
0 un equivalente funcional del mismo, que comprende una secuencia que es complementaria a un sitio de unién
para una proteina arginina de serina (SR) en el ARN de un exdn de un pre-ARNm de distrofina.

En nuestra solicitud de patente WO 2006/112705 hemos descrito la presencia de una correlacién entre la efectividad
de un oligonucledtido antisentido interno de exén (AON) en la omision de exdn de induccion y la presencia de un
sitio de unién SR predicho (por ejemplo por ESEfinder) en el sitio de pre-ARNm objetivo de dicho AON.

Por lo tanto, en una forma de realizacion de la divulgacion un oligonucleétido es generado comprendiendo
determinacion de un sitio de unién (putativa) para una proteina SR (Ser-Arg) en el ARN de un exén de distrofina y
produciendo un oligonucledtido que es complementario a dicho ARN y que al menos parcialmente se superpone a
dicho sitio de unién (putativo).

El término "al menos parcialmente se superpone" es definido aqui para comprender una superposicion de solo un
Unico nucledtido de un sitio de unién SR al igual que nucleétidos multiples de dicho sitio de unién al igual que una
superposicion completa de dicho sitio de unién.

Esta forma de realizacion preferiblemente comprende ademas determinacion de una estructura secundaria de dicho
ARN, una regién que se hibrida a otra parte de dicho ARN (estructura cerrada) y una regiéon que es no hibridada en
dicha estructura (estructura abierta), y posteriormente genera un oligonucleétido que al menos parcialmente
superpone dicho (putativo) sitio de union y que superpone al menos parte de dicha estructura cerrada y superpone al
menos parte de dicha estructura abierta.

De esta manera aumentamos la oportunidad de obtencion de un oligonucleétido que es capaz de interferir con la
inclusién de exdn del pre-ARNm en el ARNm.

Es posible que una primera regién de unién SR seleccionado no tiene la estructura cerrada-abierta solicitada en
cuyo caso ademas (segundo) sitio de union a proteinas SR se selecciona que es luego posteriormente evaluado
para la presencia de una estructura cerrada-abierta.

Este proceso es continuo hasta que una secuencia se identifica que contiene un sitio de union a proteinas SR al
igual que una (parcialmente superpuesta) estructura cerrada-abierta.

Esta secuencia es luego usada para disefiar un oligonucleétido que es complementario a dicha secuencia.

[0082] Tal método para generar un oligonucleétido es también realizado por inversién del orden descrito, es decir
primero generando un oligonucleétido que comprende determinacion, de una estructura secundaria de ARN de un
exon de distrofina, una regién que asume una estructura que se hibrida para otra parte de dicho ARN (estructura
cerrada) y una region que es no hibridada en dicha estructura (estructura abierta), y posteriormente generando un
oligonucledtido, del cual al menos una parte de dicho oligonucleétido es complementaria a dicha estructura cerrada y
del cual al menos otra parte de dicho oligonucleétido es complementaria a dicha estructura abierta.
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Este es luego seguido de determinacion si un sitio de unién a SR proteinas al menos superposiciona con dicha
estructura abierta/cerrada.

De esta manera el método de WO 2004/083432 es mejorado.

En otra forma de realizacion de la divulgacion las selecciones son realizadas simultaneamente.

[0083] Sin desear quedar limitado por ninguna teoria es actualmente pensado que el uso de un oligonucleétido
dirigido a un sitio de unién a SR proteinas resulta (al menos parcialmente) en perjudicar la unién de una SR proteina
al sitio de unién de una SR proteina que produce empalme interrumpido o perjudicado.

[0084] Preferiblemente, una estructura abierta/cerrada y un sitio de unién a proteinas SR parcialmente se
superponen e incluso mas preferido una estructura abierta/cerrada superpone completamente un sitio de unién a
proteinas SR o un sitio de union a proteinas SR superpone completamente una estructura abierta/cerrada.

Esto permite una interrupciéon mejorada de inclusiéon de exoén.

[0085] Ademas secuencias de sitios de empalme de consenso, muchos (si no todos) exones contienen secuencias
reguladoras de empalme tal como secuencias de empalme exonico intensificador (ESE) para facilitar el
reconocimiento de sitios de empalme genuinos por la espliceosoma “*.

Un subgrupo de factores de empalme, llamado proteinas SR, pueden enlazar con estos ESE y reclutar otros factores
de empalme, tales como U1 y U2AF a sitios de empalme (débilmente definidos).

Los sitios de unién de las cuatro mas abundantes proteinas SR (SF2/ASF, SC35; SRp40 y SRp55) han sido
analizados en detalle y estos resultados se imgplementan en ESEfinder, una fuente de Internet que predice sitios de
union potenciales para estas proteinas SR “* .

Hay una correlacion entre la eficacia de un AON y la presencia/ausencia de un sitio de unién SF2/ASF, SC35 y
SRp40.

En una forma de realizacion preferida, la divulgacion asi proporciona un método, combinacion, uso o producto
farmacéutico como se ha descrito anteriormente, donde dicha proteina SR es SF2/ASF o SC35 o SRp40.

[0086] En una forma de realizacién de la divulgacién, se proporciona a un paciente con DMD una proteina distrofina
funcional usando un oligonucle6tido, o un equivalente funcional del mismo, que es capaz de especificamente unir
una secuencia de ARN regulador que se requiere para el empalme correcto de un exén de distrofina en una
transcripcion.

Diferentes secuencias de ARN que actian en cis se requieren para el empalme correcto de exones en una
transcripcion.

En particular, elementos suplementarios tales como potenciadores de empalme intronico o exénico (ISE y ESE) o
silenciadores (ISS y ESE) se identifican por ajustar empalme especifico y eficaz de exones constitutivos y
alternativos.

Usando oligonucleétidos antisentido especificos de secuencia (AON) que enlazan con los elementos, su funcion
reguladora es perturbada de modo que el exdn es omitido, como se muestra para DMD.

Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida de la divulgacion, un equivalente oligonucleétido o funcional del
mismo se usa que es complementario a un empalme intrénico intensificador (ISE), un empalme exdnico
intensificador (ESE), un silenciador de empalme intrénico (ISS) y/o un silenciador de empalme exénico (ESS).

Como ya descrito aqui antes, un exon de distrofina es en una forma de realizacion preferida omitido por un agente
capaz de inhibir especificamente una sefial de inclusiéon de exon de dicho exdn, de modo que dicho exén no se
reconoce por la maquinaria de empalme como una parte que necesita ser incluida en el ARNm.

Como resultado, un ARNm sin dicho exén es formado.

[0087] Un AON usado en un método de la presente divulgacion es preferiblemente complementario a una parte
consecutiva de entre 13 y 50 nucle6tidos de exdn de distrofina ARN o intron de distrofina ARN.

En una forma de realizacion un AON usado en un método de la presente divulgacion es complementario a una parte
consecutiva de entre 16 y 50 nucledtidos de un exdn de distrofina ARN o intrén de distrofina ARN.

Preferiblemente, dicho AON es complementario a una parte consecutiva de entre 15 y 25 nucle6tidos de dicho exén
ARN.

Mas preferiblemente, un AON se usa que comprende una secuencia que es complementaria a una parte
consecutiva de entre 20 y 25 nucle6tidos de un exén de distrofina ARN o un intron de distrofina ARN.

[0088] Diferentes tipos de acido nucleico se pueden utilizar para generar el oligonucleétido.

Preferiblemente, dicho oligonucledtido comprende ARN, ya que hibridos de ARN/ARN son muy estable.

Ya que uno de los objetivos de la técnica de omision de exén es dirigir el empalme en sujetos se prefieren que el
ARN oligonucleétido comprende una modificacion que proporciona el ARN con una propiedad adicional, por ejemplo
resistencia para endonucleasas y RNaseH, fuerza de hibridacién adicional, estabilidad aumentada (por ejemplo en
un fluido corporal), flexibilidad aumentada o disminuida, toxicidad reducida, transporte intracelular aumentado,
especificidad de tejido, etc. Preferiblemente dicha modificacion comprende una modificacion oligorribonucleotida 2'-
O-metil-fosforotioato.

Preferiblemente dicha modificacion comprende un modificacién de oligodesoxirribonucleétido de fosforotioato 2'-O-
metilo.
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Una forma de realizacion asi proporciona un método, combinacion, uso o producto farmacéutico segln la invencion,
donde un oligonucleétido se usa que comprende ARN que contiene una modificacion, preferiblemente una ribosa
modificada de 2'-O-metilo (ARN) o modificacion de deoxiribosa (ADN).

[0089] En una forma de realizacion de la divulgaciéon proporciona un oligonucleétido hibrido comprendiendo un
oligonucleétido que comprende una modificacion de 2'-O-metil-fosforotioato de oligo(deoxi)ribonucleétido y acido
nucleico bloqueado.

Esta combinacién particular comprende mejor especificidad de secuencia en comparacién con un equivalente
consistente en acido nucleico bloqueado, y comprende efectividad mejorada cuando comparada con un
oligonucledtido consistente en modificacién ribonucleétida 2'-O-metil-fosforotioato oligo(deoxi).

[0090] Con el descubrimiento de tecnologia de imitaciéon de acido nucleico se ha hecho posible generar moléculas
que tienen una caracteristicas de hibridacién similar, preferiblemente igual, en especie, no necesariamente en la
cantidad como &cido nucleico mismo.

Tales equivalentes funcionales son por supuesto también adecuadas para usar en un método de la divulgacion.

[0091] Ejemplos preferidos de equivalentes funcionales de un oligonucleétido son &cido nucleico de péptido y/o
acido nucleico bloqueado.

De la forma mas preferible, una fosforodiamidada de morfolino se usa.

E_gpplos no limitativos adecuados pero de equivalentes de oligonucle6tidos de la invencidn se pueden encontrar en

Hibridos entre uno o varios de los equivalentes entre ellos y/o junto con acido nucleico son por supuesto también
adecuados.

En una forma de realizacion preferida de la divulgacion, &cido nucleico bloqueado se usa como un equivalente
funcional de un oligonucledétido, ya que &cido nucleico bloqueado muestra una afinidad objetivo méas alta y toxicidad
reducida y por lo tanto muestra una eficiencia més alta de omision de exon.

[0092] En una forma de realizacion de la divulgacién un oligonucle6tido, o un equivalente funcional del mismo, que
es capaz de inhibir inclusion de un exdén de distrofina en la distrofina ARNm se combina con al menos otro
oligonucleétido, o equivalente funcional del mismo, que es capaz de inhibir inclusién de otro exén de distrofina en la
distrofina ARNm.

De esta manera, inclusién de dos o mas exones de un pre-ARNm de distrofina en el ARNm producido de este pre-
ARNmM es evitada.

Esta forma de realizacion de la divulgacion es posteriormente referida como omision doble o multi-exon®*°.

En la mayoria de los casos omisién de exén doble produce la exclusion de solo los dos exones objetivo del pre-
ARNmM de distrofina.

Sin embargo, en otros casos se ha observado que los exones objetivo y toda la regién en medio de dichos exones
en dicho pre-ARNm no estaban presentes en el ARNm producido incluso cuando otros exones (exones de
intervencion) estaban presentes en tal region.

Esta multi-omision fue sobre todo asi para la combinacion de oligonucledtidos derivados del gen DMD, donde un
oligonucledtido para exén 45 y un oligonucleétido para exon 51 se afiadié a una célula que transcribe el gen de
DMD.

Tal configuracion resulté en el ARNm que no contenia exones 45 a 51 siendo producido.

Aparentemente, la estructura del pre-ARNm en presencia de los oligonucledtidos mencionados fue tal que la
magquinaria de empalme fue estimulada para conectar exones 44 y 52 entre si.

[0093] Ademas proporcionado es por lo tanto un método, combinacion, uso o producto farmacéutico segun la
divulgacion, donde una secuencia de nucleétidos se usa que comprende al menos 8, preferiblemente entre 16 y 80,
nucleétidos consecutivos que son complementarios a un primer exén de un pre-ARNm de distrofina y donde se usa
una secuencia de nucleétidos que comprende al menos 8, preferiblemente entre 16 a 80, nucledtidos consecutivos
gue son complementarios a un segundo exén de dicho pre-ARNm de distrofina.

[0094] En una forma de realizacion preferida de la divulgacion dicho primer y dicho segundo exdn son separados en
dicho pre-ARNm de distrofina por al menos un exén al que dicho oligonucleétido no es complementario.

[0095] Segun la divulgacion, es posible especificamente promover la omision de también los exones de intervencion
mediante una conexion entre los dos oligonucleétidos complementarios.

Por lo tanto, en una forma de realizacion extensiones de nucleétidos complementarios a por lo menos dos exones de
distrofina se separan por una fraccion de conexion.

Al menos dos extensiones de nucledtidos son asi enlazados en esta forma de realizacion para formar una Unica
molécula.

Ademas proporcionado es por lo tanto un método, combinacién, uso o producto farmacéutico segin la divulgacion
donde dicho oligonucledtido, o equivalente funcional del mismo, para suministrar a dicho individuo una proteina
distrofina funcional es complementario a por lo menos dos exones en un pre-ARNm de distrofina, donde dicho
equivalente oligonucleétido o funcional comprende al menos dos partes donde una primera parte comprende un
oligonucledtido teniendo al menos 8, preferiblemente entre 16 y 80, nucledtidos consecutivos que son
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complementarios a un primero de dicho al menos dos exones y donde una segunda parte comprende un
oligonucleétido con al menos 8, preferiblemente entre 16 a 80, nucle6tidos consecutivos que son complementarios a
un segundo ex6n en dicho pre-ARNm de distrofina.

Segun la divulgacion, la conexion puede ser a través de cualquier medio pero es preferiblemente realizada a través
de una conexion de nucledtido.

En este dltimo caso el nimero de nucleétidos que no contienen un recubrimiento entre uno u otro exon
complementario pueden ser cero, pero es preferiblemente entre 4 a 40 nucleétidos.

La fraccién de conexién puede ser cualquier tipo de fraccidon capaz de conectar oligonucledtidos.

Preferiblemente en la divulgacion, dicha fraccion de conexion comprende al menos 4 nucle6tidos de uracilo.
Actualmente, muchos compuestos diferentes estan disponibles que imitan caracteristicas de hibridacién de
oligonucledtidos.

Tal compuesto, llamado aqui un equivalente funcional de un oligonucleétido, es también adecuado para la presente
divulgacion si tal equivalente comprende en especie caracteristicas de hibridacién similares no necesariamente en la
cantidad.

Equivalentes funcionales adecuados son mencionados antes en esta descripcion.

Tal y como se menciona, oligonuclettidos de la divulgacién no tienen que consistir en solo oligonucledtidos que
contribuyen a la hibridacion al exén objetivo.

Puede haber material adicional y/o nucledtidos afiadidos.

[0096] EI gen de DMD es un gen grande, con muchos exones diferentes.

Considerando que el gen se localiza en el cromosoma X, son en sus mayoria nifios los que son afectados, aunque
nifias también pueden ser afectadas por la enfermedad, ya que puede recibir una copia mala del gen de ambos
padres, o padecen de una inactivacién particularmente diagonal del alelo funcional debido a una inactivacion
particularmente sesgada de cromosoma X en sus células musculares.

La proteina es codificada por una pluralidad de exones (79) en una gama de al menos 2,6 Mb.

Defectos pueden ocurrir en cualquier parte del gen de DMD.

Omisién de un exon particular o exones particulares pueden, muy a menudo, suponer un ARNm reestructurado que
codifica una proteina distrofina méas corta de los normal pero al menos parcialmente funcional.

Un problema préactico en el desarrollo de un medicamento basado en tecnologia de omision de exén es la pluralidad
de mutaciones que pueden suponer una deficiencia en la proteina distrofina funcional en la célula.

A pesar del hecho de que ya varias mutaciones se pueden corregir mediante la omision de un Unico exon, esta
pluralidad de mutaciones requiere la generacién de un gran nimero de diferentes farmacos en cuanto a exones
diferentes de mutaciones diferentes necesitan ser omitidos.

Una ventaja de un compuesto capaz de inducir omisién de dos o méas exones, es que mas de un exén se puede
omitir con un dnico farmaco.

Esta propiedad no es solo practicamente muy Util en que solo un nimero limitado de farmacos necesita ser
generado para tratar muchas mutaciones de DMD diferentes o de BMD particulares severas.

Otra opcidn ahora abierto al experto en la técnica es escoger proteinas de distrofina reestructurada particularmente
funcional y producir compuestos capaces de generador estas proteinas de distrofina preferidas.

Tales resultados finales preferidos son ademas referidos como distrofinas de fenotipo moderado.

[0097] Cada compuesto, un oligonucleétido y/o un compuesto complementario tal y como se define aqui para uso
segun la presente divulgacion se puede adecuar para administracion directa a una célula, tejido y/o un érgano in vivo
de individuos afectados o a riesgo de desarrollar DMD o BMD, y se puede administrar directamente in vivo, ex vivo o
in vitro.

[0098] Alternativamente, medios adecuados para suministrar células con un oligonucleétido o equivalente de los
mismos estan presentes en la técnica. Un equivalente oligonucle6tido o funcional del mismo puede por ejemplo ser
proporcionado a una célula en forma de un vector de expresion donde el vector de expresién codifica una
transcripcion que comprende dicho oligonucleétido.

El vector de expresion es preferiblemente introducido en la célula via un vehiculo de entrega de gen.

Un vehiculo de entrega preferido es un vector virico tal como un vector viral adeno-asociado (AAV) o un vector
retrovirico tal como un vector lentivirus *°**?y similar.

También plasmidos, cromosomas artificiales, plasmidos adecuados para recombinacion homoéloga dirigida e
integraciéon en el genoma humano de células pueden ser adecuadamente aplicados para entrega de un
oligonucleétido tal y como se define aqui.

Preferido para la actual divulgacion son aquellos vectores donde transcripcion es conducida de promotores Pollll, y/o
donde transcripciones estan en las fusiones de forma con transcripciones U1 o U7, que producen buenos resultados
entregando transcripciones pequefias.

Esta en la habilidad del artesano disefiar transcripciones adecuadas.

Preferido son transcripciones conducidas por Pollll.

Preferiblemente en forma de una transcripcién de fusién con una transcripcion Ulor U7
Tales fusiones se pueden generar como se describe *% 4.

El oligonucle6tido se puede entregar como es.

Sin embargo, el oligonucledétido también puede ser codificado por el vector virico.

4,51,52
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Tipicamente esto es en forma de un transcrito de ARN que comprende la secuencia del oligonucleétido en una parte
de la transcripcién.

[0099] Mejoras en medios para suministrar células con un oligonucleétido o equivalente de las mismas, son
anticipadas considerando el avance que ya ha sido hasta ahora conseguido.

Tales mejoras futuras pueden por supuesto ser incorporadas para conseguir el efecto mencionado en la
reestructuraciéon de ARNm que utiliza un método de la divulgacion.

[0100] El oligonucleétido o equivalente del mismo se puede entregar como es a las células.

Al administrar el oligonucleétido o equivalente del mismo a un individuo, se prefiere que el oligonucleétido sea
disuelto en una solucién que es compatible con el método de entrega.

Para administracion intravenosa, subcutanea, intramuscular, intratecal y/o intraventricular se prefiere que la solucién
sea una solucién salina fisiologica.

Particularmente preferido para un método de la divulgacién es el uso de un excipiente que ayudara en la entrega de
un compuesto tal y como se define aqui, preferiblemente un oligonucleétido y opcionalmente junto con un
compuesto complementario a una célula y en una célula, preferiblemente una célula muscular.

Preferidos son excipientes capaces de formar complejos, vesiculas y/o liposomas que entregan tal compuesto tal y
como se define aqui, preferiblemente un oligonucledtido y opcionalmente junto con un compuesto complementario
complejo o retenido en una vesicula o liposoma a través de una membrana celular.

Muchos de estos excipientes se conocen en la técnica. Excipientes adecuados comprenden polietilenimina (PEI), o
polimeros catidnicos similares, incluyendo polipropilenimina o copolimeros de polietilenimina (PECs) y derivados,
ExGen 500, anfifilos sintéticos (SAINT-18), lipofectinTM, proteinas capsidas DOTAP y/o viricas que son capaces de
auto ensamblaje en particulas que pueden entregar tales compuestos, preferiblemente un oligonucleétido y
opcionalmente junto con un compuesto complementario tal y como se define aqui a una célula, preferiblemente una
célula muscular.

Tales excipientes han mostrados eficazmente entregar (oligonucleétido tal como antisentido) acidos nucleicos a una
amplia variedad de células cultivadas, incluyendo células musculares.

Su potencial de transfeccién alta se combina con una toxicidad exceptuada de baja a moderada en cuanto a
supervivencia de célula total.

La facilidad de modificacion estructural puede utilizarse para permitir otras modificaciones y el andlisis de sus
ademas (en vivo) caracteristicas de transferencia de acido nucleico y toxicidad.

[0101] Lipofectina representa un ejemplo de un agente de transfeccion liposémica.

Consiste en dos componentes lipidicos, un lipido catiénico N-[1-(2,3 dioleoiloxi)propil]-N,N,Cloruro de n-
trimetilamonio (DOTMA) (cp.

DOTAP que es la sal de metilsulfato) y una dioleoilfosfatidiletanolamina de lipido neutral (DOPE).

El componente neutral media la liberacion intracelular.

Otro grupo de sistemas de entrega son nanoparticulas poliméricas.

[0102] Policationes tales como dietilaminoetilaminoetilo DEAE)-dextrano, que son bien conocidas como reactivo de
transfeccion de ADN se puede combinar con butilcianoacrilato (PBCA) y hexilcianoacrilato (PHCA) para formular
nanoparticulas cationicas que pueden entregar un compuesto tal y como se define aqui, preferiblemente un
oligonucledtido y opcionalmente junto con un compuesto complementario a través de membranas celulares en
células.

[0103] Ademas de estos materiales de nanoparticula comunes, la protamina de péptido catiénico ofrece un método
alternativo para formular un compuesto tal y como se define aqui, preferiblemente un oligonucleétido y
opcionalmente junto con un compuesto complementario como coloides.

Este sistema de nanoparticula coloidal puede formar asi llamados proticles, que se puede preparar por un simple
proceso de autoensamblaje para embalaje y mediar liberacion intracelular de un compuesto tal y como se define
aqui, preferiblemente un oligonucledtido y opcionalmente junto con un compuesto complementario.

La persona experta puede seleccionar y adaptar cualquiera del anterior u otros excipientes alternativos disponibles
comercialmente y sistemas de entrega para embalaje y entrega de un compuesto tal y como se define aqui,
preferiblemente un oligonucleétido y opcionalmente junto con un compuesto complementario para su uso para
entregar dicho compuesto para el tratamiento de distrofia muscular de Duchenne o distrofia muscular de Becker en
seres humanos.

[0104] Ademas, un compuesto tal y como se define aqui, preferiblemente un oligonucleétido y opcionalmente junto
con un compuesto complementario podria ser de manera covalente o de manera no covalente enlazado a un ligando
de objetivo especificamente disefiado para facilitar la comprension en la célula, citoplasma y/o su ntcleo.

Tal ligando podria comprender (i) un compuesto (incluyendo pero no limitado a estructuras de péptidos o tipo
péptido) reconociendo elementos especificos de célula, tejido u 6rgano facilitando consumo celular y/o (ii) un
compuesto quimico capaz de facilitar la absorcion en células y/o la liberacién intracelular de un compuesto tal y
como se define aqui, preferiblemente un oligonucleétido y opcionalmente junto con un compuesto complementario
de vesiculas, por ejemplo endosomas o lisosomas.
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[0105] Por lo tanto, en una forma de realizacién preferida de la divulgacién, un compuesto tal y como se define aqui,
preferiblemente un oligonucleétido y opcionalmente junto con un compuesto complementario se formulan en un
medicamento que dispone de al menos un excipiente y/o un ligando objetivo para entrega y/o un dispositivo de
entrega de dicho compuesto a una célula y/o aumentando su entrega intracelular.

Por consiguiente, la presente divulgacién también abarca una composicion farmacéuticamente aceptable que
comprende un compuesto tal y como se define aqui, preferiblemente un oligonucleétido y opcionalmente junto con
un compuesto complementario y ademas que comprende al menos un excipiente y/o un ligando objetivo para
entrega y/o un dispositivo de entrega de dicho compuesto a una célula y/o aumentando su entrega intracelular.

Debe entenderse que un oligonucle6tido y un compuesto complementario no se puede formular en una composicion
0 preparacion Unica.

Dependiendo de su identidad, la persona experta conocera que tipo de formulacién es el mas apropiado para cada
compuesto.

[0106] En una forma de realizacién preferida la divulgacion proporciona un kit de partes que comprende un
compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional y un compuesto complementario para
reducir la inflamacion, preferiblemente para reducir inflamacion de tejido muscular , y/o un compuesto
complementario para mejorar la funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular.

[0107] En una forma de realizacion preferida de la divulgacion, una concentracion de un oligonucleoétido tal y como
se define aqui, que oscila entre aproximadamente 0,1 nM y aproximadamente 1 uM, se usa.

Mas preferiblemente, la concentracion usada oscila entre aproximadamente 0,3 y aproximadamente 400 nM, adn
mas preferiblemente entre aproximadamente 1y aproximadamente 200 nM.

Si diferentes oligonucledtidos se usan, esta concentracion puede referirse a la concentracion total de
oligonucledtidos o la concentracion de cada oligonucleétido afiadido.

Las gamas de concentracion de oligonucledtidos como dadas arriba son concentraciones preferidas para usos in
vitro 0 ex vivo.

La persona experta entenderd que dependiendo del oligonucleétidos usado, la célula objetivo a ser tratada, el gen
objetivo y sus niveles de expresién, el medio usado y la transfeccién y condiciones de incubacion, la concentracion
de oligonucleétidos usado puede variar ademas y puede necesitar ser optimizada ademas.

[0108] Més preferiblemente, un compuesto, preferiblemente un oligonucleétido y un compuesto complementario para
usarse para prevenir o tratar DMD o BMD, es sintéticamente producido y administrado directamente a una célula, un
tejido, un 6rgano y/o pacientes en la forma formulada en una composicion o preparacion farmacéuticamente
aceptable.

La entrega de una composicion farmacéutica al sujeto es preferiblemente realizada por una o varias inyecciones
parenterales, por ejemplo administraciones intravenosas y/o subcutaneas y/o intramusculares y/o intratecales y/o
intraventriculares, preferiblemente inyecciones a uno o mdltiples sitios en el cuerpo humano.

[0109] Ademéas de omision de exdn la presente divulgacion proporciona la comprension, también es posible
proporcionar un paciente de DMD con una proteina distrofina funcional con una terapia basada en translectura de
codones de parada.

Compuestos capaces de suprimir codones de parada son especialmente adecuados para un subgrupo de pacientes
con DMD que es afectado por mutaciones sin sentido (~7%) dando como resultado la formacion de un codoén de
parada dentro de su gen de distrofina.

En una forma de realizacion de la divulgacion dicho compuesto capaz de suprimir codones de parada comprende la
gentamicina antibidtica.

En un estudio reciente en ratones mdx, tratamiento de gentamicina indujo expresion de distrofina nueva hasta 20%
del nivel normal, sin embargo con variabilidad entre animales.

Ensayos humanos con gentamicina han sido sin embargo no concluyentes %,

PTC124 pertenece a una clase nueva de moléculas pequefas que imita a concentraciones inferiores la actividad de
translectura de la gentamicina.

Administracion de PTC124 result6 en la produccion de distrofina funcionalmente activa de longitud completa tanto in
vitro y en ratones mdx 18,

Ensayos fase I/ll con PTC124 estan actualmente en curso, no solo para aplicacion en DMD sino también para
fibrosis quistica ***".

Las referencias 16 y 17 también describen dosificaciones preferidas del PCT124 compuesto para usar en la
presente divulgacion.

Ademas proporcionado es por lo tanto un método, combinacion, uso o producto farmacéutico segun la divulgacion,
donde dicho compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina distrofina funcional comprende un
compuesto para suprimir codones de parada.

Dicho compuesto para suprimir codones de parada preferiblemente comprende gentamicina, PTC124 o un
equivalente funcional de estos.

De la forma mas preferible, dicho compuesto comprende PTC124.

[0110] En una forma de realizacion de la divulgacion, un individuo dispone de una proteina distrofina funcional que
utiliza un vector, preferiblemente un vector virico, que comprende un gen de micro-mini-distrofina.
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De la forma mas preferible, se usa un vector virico adeno-asociado recombinante (rAAV).

AAV es un parvoviru de ADN monocatenario que es no patégeno y muestra un ciclo de vida colaborador-
dependiente.

A diferencia de otros virus (adenovirus, retrovirus, y virus herpes simplex), vectores rAAV han demostrado ser muy
eficaces en el misculo esquelético maduro de transduccion.

Aplicacion de rAAV en estudios "adicion de gen" de DMD tradicionales ha sido obstaculizada por sus restringidos
limites de empaquetado (< 5 kb).

Por lo tanto, rAAV es preferiblemente aplicado para la entrega eficaz de un gen mucho mas pequefio de micro o
mini-distrofina.

Administracién de tal gen de micro o mini-distrofina produce la presencia de una proteina distrofina al menos
parcialmente funcional.

Se hace referencia a **°.

[0111] Un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional y al menos un compuesto
complementario segun la invencién se pueden administrar a un individuo en cualquier orden.
En una forma de realizacion, dicho compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional y
dicho al menos un compuesto complementario se administran simultaneamente (lo que significa que dichos
compuestos se administran dentro de 10 horas, preferiblemente dentro de una hora).
Este es sin embargo no necesario.
En una forma de realizacién al menos un compuesto complementario se administra a un individuo en la necesidad
del mismo antes administracion de un compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina funcional.
También se describe por lo tanto un método que comprende:
- administracion a un individuo en necesidad de un compuesto complementario para reducir la inflamacion,
preferiblemente para reducir la inflamacion de tejido muscular, y/o administracién a dicho individuo de un
compuesto complementario para mejorar la funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular vy,
posteriormente,
- administracion a dicho individuo de un compuesto para suministrar a dicho individuo una proteina
distrofina funcional.

[0112] En otra forma de realizacién, dicho compuesto para suministrar a un individuo una proteina distrofina
funcional se administra antes de la administracion de dicho al menos uno compuesto complementario.

[0113] Ademas proporcionado es un método para al menos en parte que aumentar la producciéon de una proteina
distrofina funcional en una célula, dicha célula que comprende pre-ARNm un gen de distrofina que codifica una
proteina aberrante de distrofina, donde el método comprende:
proporcionar a dicha célula un compuesto para inhibir inclusion de un exén en el ARNm producido del
empalme de dicho pre-ARNm de distrofina, y
proporcionar a dicha célula un compuesto complementario para reducir la inflamacion, preferiblemente para
reducir inflamacion de tejido muscular, y/o proporcionar a dicha célula un compuesto complementario para
mejorar la funcion, integridad y/o supervivencia de fibra muscular,
donde el método comprende ademas permitir el movimiento de ARNm producido de empalme de dicho pre-
ARNmM.
En una forma de realizacion de la divulgacién dicho método se realiza in vitro, por ejemplo utilizando un
cultivo celular.

[0114] En este contexto, aumentar la produccion de una proteina distrofina funcional ha sido anteriormente definido
aqui.

[0115] A menos que se indique lo contrario cada forma de realizaciébn como se describe en este caso se puede
combinar con otra forma de realizacién como se describe en este caso.

[0116] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su
sentido no limitativo para significar que articulos después de la palabra son incluidos, pero articulos no
especificamente mencionados no son excluidos.

Ademas el verbo "consistir" se puede sustituir por "consistir esencialmente en", lo que signifca que un compuesto o
compuesto complementario tal y como se define aqui puede comprender componentes adicional ademas de
aquellos especificamente identificados, dicho componentes adicional no alterando la caracteristica Unica de la
divulgacion.

[0117] Ademas, referencia a un elemento por el articulo indefinido "un" o "uno" no excluye la posibilidad de que mas
de uno del elemento esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y solo uno de los
elementos.

El articulo indefinido "un" o "uno" asi normalmente significa "al menos uno".
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[0118] La palabra "aproximadamente" o "alrededor de" cuando se usa en asociacién con un valor numérico
(aproximadamente 10, alrededor de 10) preferiblemente significa que el valor puede ser el valor dado de 10 mas o
menos 1% del valor.

[0119] La invencién es posteriormente explicada en los siguientes ejemplos.
Estos ejemplos no limitan el ambito de la invencién, sino que meramente sirven para clarificar la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

[0120]

Figura 1. Representacion esquematica de omisién de exon.

En un paciente con distrofia muscular de Duchenne que tiene una supresion de exén 50, se genera una
transcripcion fuera del marco en que exon 49 se empalma a exén 51 (Panel A).

Como resultado, un codén de parada se genera en exén 51, que aborta prematuramente sintesis de
distrofina.

La unién especifica de secuencia del oligonucledtido antisentido interno de exdon PROO051 interfiere con la
inclusion correcta de exén 51 durante empalme de modo que el exdn es en realidad omitido (Panel B).

Esto restaura el marco de lectura abierto de la transcripcion y permite la sintesis de una distrofina similar a
la de pacientes con distrofia muscular de Becker (BMD).

Figura 2. Preseleccion de estudios de los cuatro pacientes.

Imagenes de resonancia magnética de las piernas inferiores de los cuatro pacientes (a la izquierda pierna
de paciente 3 y piernas adecuadas de los otros tres pacientes) muestran la condicion adecuada del
musculo anterior tibial (menos del 50% infiltracién de grasa y fibrosis) (Panel A).

El diagnoéstico de distrofia muscular de Duchenne en estos pacientes fue confirmado por coloracion de
tetrahidrocloruro de diaminobenzidina de secciones transversales de muestras de biopsia obtenidas
previamente del musculo de cuadriceps (Panel B).

Ninguna expresion de distrofina fue observada, con la excepcion de una fibra en el paciente 2 positiva de
distrofina, o revertiente (flecha).

Reaccion en cadena de transcriptasa-polimerasa-inversa (RT-PCR)

Andlisis de la regién de transcripcion que flanquea las mutaciones de los pacientes y exén 51 confirmd las
mutaciones individuales en miotubos no tratados (NT) y la respuesta positiva para PRO051 (es decir,
omision de exon 51) en miotubos tratados (T) en el nivel de ARN (Panel C).

Los rendimientos de omision de exdn fueron 49% para paciente 1, 84% para paciente 2, 58% para paciente
3, y 90% para paciente 4.

Un sitio de empalme criptico dentro de exdn 51 es a veces activado por PRO051 en el cultivo celular, dando
como resultado un producto de empalme aberrante extra, como se ha visto en la muestra tratada de
paciente 4.

Via M muestra un marcador de tamafio 100-bp, y via C ARN muscular de control saludable.

Analisis de secuencias de los fragmentos RT-PCR de miotubos tratados y no tratados identific6 la omision
precisa de ex6n 51 para cada paciente (Panel D).

Los nuevos transcritos dentro del marco de lectura llevaron a sintesis de distrofina sustancial, como
detectado por andlisis de inmunofluorescencia de miotubos tratados con el uso de anticuerpo monoclonal
NCL-DYS2 (Panel E).

Ninguna distrofina fue detectada antes del tratamiento

Figura 3. Andlisis RT-PCR de ARN aislado de secciones en serie de muestras de biopsia de los pacientes.
Después del tratamiento con PROO051, analisis de reaccion en cadena de polimerasa transcriptasa inversa
(RT-PCR) muestra fragmentos de transcripcion nuevos mas cortos para cada paciente.

El tamafio y secuencia de estos fragmentos apoyan la omisién precisa de exén 51.

Ninguna variantes de empalme adicional fue observada.

A 28 dias, transcripciones de ARN dentro del marco de lectura todavia significativas fueron detectadas,
sugiriendo persistencia prolongada de PRO051 en el musculo.

Debido a la pequefia cantidad de material de seccién, condiciones RCP de sensibilidad alta fueron usadas;
este proceso excluyo la cuantificacion precisa de rendimientos de omision y la correlacion significativa entre
niveles de ARN y proteina.

M denota marcador de tamafio, y C control.

Figura 4. Efecto restaurador de distrofina de una Unica dosis intramuscular de PRO051.

Analisis de inmunofluorescencia con el uso del anticuerpo de distrofina MANDYS106 claramente muestra
expresion distrofina en las membranas de la mayoria de fibras en toda la muestra de biopsia obtenida de
cada paciente (Panel A).

Las éareas indicadas por las escuadras se muestran en la ampliacibn mas alta en el Panel B. En
comparacién, una muestra de un paciente no tratado con distrofia muscular de Duchenne (DMD) y una
muestra de control saludable muscular de gastrocnemio (HC) se incluye en las muestras de los pacientes.
Fibras revertientes putativas se indican por flechas.

El numero total de fibra muscular que contenia distrofina y laminina o2 fueron contados manualmente y las
proporciones de distrofina para laminina a2 fueron fijadas (Panel C).

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 564 563 T3

Andlisis de electrotransferencia de extractos de proteina total aislados de las muestras de biopsia de los
pacientes con el uso de anticuerpo NCL-DYS1 muestra expresion de distrofina restaurada en todos
pacientes (Panel E).

Para cada paciente, 30 ug (via derecha) y 60 pug (via izquierda) fueron cargadas; en comparacion, 3 pug de
proteina total de una muestra muscular de gastrocnemio saludable fueron también cargados (para evitar
sobreexposicion).

Debido a las supresiones relativamente pequefias en el gen DMD de estos pacientes, ninguna de las
diferencias fueron observadas en los tamafios de proteina.

En el paciente 1, una irregularidad de transferencia perturb6 la deteccion de sefial en la via 60-ug.

Para corregir por la densidad variable de fibra muscular en las secciones transversales diferentes, la sefial
de distrofina fluorescente total (porcentaje de area) en cada seccion fue fijada como una proporcion al
porcentaje de area de laminina a2 (Panel D).

Figura 5 de ejemplo de referencia.

Niveles de omision de exdon 23 en el nivel de ARN en diferentes grupos musculares (Q: musculo de
cuadriceps; TA: musculo anterior tibial; DIA: musculo de diafragma) en ratones mdx (dos ratones por grupo)
tratados con PS49 solo (grupo 3) o con PS49 y prednisolona (group4).

Figura 6A,B de ejemplo de referencia en células musculares, exén de gen DMD 44 (A) o exon 45 (B) niveles
de omisidon se mejoran con concentraciones en aumento de pentoxifilina (de 0 a 0,5 mg/ml).

Los niveles de omision de exdn de figura 6C 23 en el nivel de ARN en diferentes grupos musculares (Q:
musculo de cuadriceps; TA: musculo anterior tibial; Tri: masculo de triceps; HRT: musculo cardiaco) en
ratones mdx (dos ratones por grupo) tratadas con PS49 solo (grupo 3) o con PS49 y pentoxifilina (grupo 4).
Figura 7. Secuencia de aminoéacidos de gen de distrofina (DMD)

Figura 8 de ejemplo de referencia.

Secuencia de amino acido de Isoforma 4 de IGF-1 humano.

Figura 9 de ejemplo de referencia.

Varios oligonucleétidos dirigidos contra los exones indicados del gen de distrofina (DMD)

Ejemplos
Ejemplo 1

[0121] En un estudio clinico reciente la seguridad, tolerabilidad, y efecto restaurador local de distrofina del
compuesto de antisentido PRO051 fueron evaluados.

El estudio clinico fue recientemente publicado.

El contenido de la publicacion es reproducida aqui como ejemplo 1A.

En resumen, PROO051 es un, molécula de ARN sintética modificada con secuencia 5'-UCA AGG AAG AUG GCA
UUU CU-3', y disefiada para especificamente inducir omision del exén 51 *°.

Lleva fracciones de ribosa sustituida de 2'-O-metilo de longitud completa y uniones de internucleétido de
fosforotioato.

Cuatro pacientes con DMD con supresiones de gen DMD especificas diferentes corregibles por omision de exén 51
fueron incluidos.

A dia 0, una serie de pardmetros de seguridad fueron evaluados.

La pierna del paciente (es decir misculo anterior tibial) fue fijada con un molde de plastico hecho a medida y su
posicion fue cuidadosamente registrada.

Un anestésico topico (EMLA) fue usado para entumecer la piel.

Cuatro inyecciones de PROO051 fueron dadas a lo largo de una linea de ruta de 1,5 cm entre dos tatuajes de piel
pequefia, usando una aguja electromiografica de 2,5 cm (MyoJect Disposable Hypodermic Needle Electrode, TECA
Accessories) para asegurar la entrega intramuscular.

Cada volumen de inyeccion fue 200 pl, que contiene 200 pg PROO051, dispersado en partes iguales a angulos de
aproximadamente 30 grados.

A dia 28, la misma serie de parametros de seguridad fue evaluada nuevamente.

La pierna fue posicionada utilizando el molde propio del paciente, y una biopsia muscular semi-abierta fue tomada
entre los tatuajes con anestesia local que utiliza unos férceps con dos mordazas afiladas (Blakesley Conchotoma,
DK Instruments).

La biopsia fue congelada rapidamente en el 2-metilbutano enfriado en nitrégeno liquido.

Pacientes fueron tratados consecutivamente.

Cuando el estudio, dos pacientes (nr. 1 y 2) estaban también en corticosteroides (prednisona o deflazacort), uno
acababa de terminar tratamiento de esteroide (nr.4) y un paciente habia usado nunca esteroides (nr.3) (ver tabla 1).
Este ultimo paciente fue también el que perdié ambulacion en la edad mas joven cuando se compara con los otros
tres pacientes.

La biopsia fue analizada, para detectar omision de exéon especifico en el nivel de ARN (RT analisis PCR, no
mostrado) y expresién nueva de distrofina en el nivel de proteina (andlisis de inmunofluorescencia y
electrotransferencia25, resumido en la tabla 1).

Evaluacion de la serie de parametros de seguridad (parametros de plasma y orina rutinarios para renal y funcion de
higado, niveles de electrolito, cuentas de célula sanguinea, hemoglobina, valores aPTT, AP50 y CH50 ) antes y
después del tratamiento, indico que el compuesto PRO051 fue localmente seguro y bien tolerado.
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Para andlisis de inmunofluorescencia, secciones transversales fijadas con acetona de la biopsia fueron incubadas
durante 90 minutos con anticuerpos monoclonales contra el dominio de varilla central (MANDYS106, Dr. G. Morris,
UK, 1:60), el dominio C-terminal (NCL-DYS2, Novocastra Laboratories Ltd., 1:30) o, como referencia, laminina- a2
(Chemicon International, Inc, 1:150),

seguido de anticuerpo IgG anti-ratén de cabra (H+L) Alexa flGor 488 (Molecular Probes, Inc, 1:250) durante una
hora.

Secciones fueron montadas con Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories Inc.).

Para andlisis de imagen cuantitativo se usé el software ImageJ (W. Rasband, NIH, EE.UU; http://rsh.info.nih.gov/ij)
como descrito 60,61.

Secciones transversales enteras fueron subdivididas en la serie de 6-10 imagenes adyacentes, dependiendo del
tamafio de seccion.

Para asegurar mediciones fiables, coloracion de las secciones y registro de todas imagenes fue realizado en una
sesion, utilizando ajustes de exposicion fijados, y evitando saturacién de pixeles.

El umbral de intensidad inferior fue fijado en el fondo de distrofia muscular de Duchenne, y fluorescencia positiva fue
cuantificada para cada seccion (porcentaje de area), tanto para distrofina como laminina-o2.

Analisis de electrotransferencia fue realizado como descrito *, utilizando homogenizados agrupados de conjuntos de
cuatro secciones 50 um en serie en toda la biopsia.

Para los pacientes 30 y 60 g proteina total fueron aplicados y para la muestra de control 3 pg.

La mancha fue incubada durante toda la noche con anticuerpo monoclonal de distrofina NCL-DYS1 (Novocastra
Laboratories, 1:125), seguido de IgG-HRP anti-ratén de cabra (Santa Cruz Biotechnology, 1:10.000) durante una
hora.

Bandas inmunoreactivas fueron visualizadas utilizando el CL Plus Western Blotting Detection System (GE
Healthcare) y Hyperfilm ECL (Amersham, Biosciences).

Intensidades de sefial fueron medidas utilizando ImageJ.

Expresion de proteina distrofina nueva en el sarcolema fue detectada en la mayoria de fibra muscular en el area
tratada en los cuatro pacientes.

Las fibras en cada seccién fueron manualmente contadas tras la coloracién para laminina-a2, una proteina de lamina
basal inafectada por deficiencia de distrofina.

Los numeros individuales variaron, de acuerdo con el tamafio de biopsia y la calidad de los musculos de los
pacientes.

En las secciones mas grande, paciente 2 tenia 726 fibras, de las cuales 620 fueron positivas en distrofina, mientras
paciente 3 tenia 120 fibras, de las cuales 117 fueron positivas en distrofina.

Las intensidades de distrofina fueron tipicamente inferiores a aquellas en una biopsia muscular saludable.

Andlisis de electrotransferencia26 confirmé la presencia de distrofina en cantidades variables.

Las sefiales de distrofina fueron escaneadas y correlacionadas al control (por pg proteina total).

Las cantidades variaron de 3% en el paciente 3 con el musculo més distréfico, a 12% en el paciente 2 con el
musculo mejor conservado.

Ya que tal comparacién basada en proteina total no corrige para las cantidades variables de tejido fibrético y adiposo
en los pacientes de distrofia muscular de Duchenne, también cuantificamos la sefial de fluorescencia de distrofina
con respecto a la laminin-a2 situada de forma similar en cada seccion, por analisis ImageJ.

Cuando esta proporcion de distrofina/laminina-a2 fue fijada a 100% para la seccion de control, los dos pacientes que
fueron co-tratados con corticosteroides mostraron los méaximos porcentajes de distrofina, 32% en el paciente 1 y
35% en el paciente 2 (tabla 1).

El porcentaje minimo de distrofina fue detectado en el paciente 3, 17%.

En el paciente 4 un porcentaje intermedio de 25% fue observado.

Estos porcentajes se correlacionaron a la calidad relativa del misculo objetivo, que fue mejor en pacientesn®1y 2,y
peor en el paciente n° 3.

Tabla 1.
Paciente 1 |Paciente 2 | Paciente 3 | Paciente 4
Edad (afios) 10 13 13 11
Edad a pérdida de ambulacion (afios) |9 11 7 10
Tratamiento de esteroides Si Si Nunca Hasta
enero 2006
Proporcion laminina distrofina-alfa2 32% 35% 17% 25%

[0122] Conclusién: el efecto del compuesto antisentido PRO051 fue mas prominente en aquellos pacientes que

fueron también sometidos a corticosteroides.

Ejemplo 1A

[0123] Reproducido Van Deutekom JC et al, (2007) Antisense Oligonucleotide PRO051 Restores Local Dystrophin in

DMD Patients. N Engl J Med., 357(26): 2677-86 .
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Métodos
Pacientes y disefio de estudio

[0124] Pacientes con distrofia muscular de Duchenne que tenian entre 8 y 16 afios de edad fueron aceptables para
participar en el estudio.

Todos los pacientes tenian supresiones que eran corregibles por omision de exén 51 y no tenian ninguna muestra
de distrofina en la biopsia muscular del diagnéstico precedente.

Tratamiento de glucocorticoide concurrente fue permitido.

Consentimiento informado escrito se obtuvo de los pacientes o sus padres, segun fuera apropiado.

Durante el periodo de preseleccion (alrededor de 60 dias), cada estado mutacional del paciente y respuesta de
omision de exoén positivo para PROO051 in vitro fueron confirmados, y la condicién del masculo anterior tibial fue
determinado por formacién de imégenes por resonancia magnética de T1 de peso (MRI).62 Para que pacientes
fueran incluidos en el estudio, tejido fibrético y adiposo podria componer no mas de 50% de su musculo objetivo.

[0125] Durante la visita de referencia, medidas de seguridad fueron evaluadas.

En cada paciente, la pierna que iba a ser inyectada fue fijada con un molde de plastico hecho a medida y su posicién
fue registrada.

Una mezcla euéctica tdpica de anestésicos locales (EMLA) fue usada para entumecer la piel.

Cuatro inyecciones de PROO051 fueron dadas a lo largo de una linea de medicién de 1,5 cm situada entre dos
tatuajes de piel pequefios con el uso de una aguja electromiogréafica de 2.5 cm (MyoJect Disposable Hypodermic
Needle Electrode, TECA Accessories) para asegurar entrega intramuscular.

El volumen de cada inyeccion fue 200 ul conteniendo 200 pug de PROO051, que fue dispersado en partes iguales a
angulos de aproximadamente 30 grados.

[0126] A dia 28, medidas de seguridad fueron evaluadas nuevamente.

La pierna que habia sido inyectada fue posicionada con el uso del molde propio del paciente, y una biopsia muscular
semiabierto fue realizada entre los tatua!aes bajo anestesia local con unos forceps con dos mordazas afiladas
(Blakesley Conchotoma, DK Instruments). 3La muestra de biopsia fue congelada rapidamente en el 2-metilbutano

enfriado en el nitr6geno liquido.

[0127] Pacientes fueron tratados consecutivamente desde mayo 2006 hasta marzo 2007 y conforme a las buenas
pautas de practica clinica (Good Clinical Practice) y las provisiones de la declaracion de Helsinki.

El estudio fue aprobado por el comité Dutch Central Committee on Research Involving Human Subjects y por la junta
de revision institucional local del Leiden University Medical Center.

Todos autores contribuyeron al disefio de estudio, participaron en la recoleccion y analisis de los datos, tuvieron
acceso completo y libre a los datos, juntamente escribieron el manuscrito, y certifican la completitud y exactitud de
los datos y analisis presentados.

Descripcion de PR0051

[0128] PRO051 es una molécula sintética de ARN modificada con secuencia 5'- UCAAGGAAGAUGGCAUUUCU-
3% Lleva moléculas de ribosa 2'-O-metil-sustituida de longitud completa y uniones de internucleétido de
fosforotioato.

El farmaco fue proporcionado por Prosensa B.V. en viales de 1 mg de material liofilizado sin excipiente.

Fue disuelto y administrado en solucion salina estéril sin conservantes (0,9% cloruro de sodio).

Se descubrié que PRO051 no era mutagénico por prueba bacteriana Ames.

En los estudios reguladores de seguridad Good Laboratory Practice, ratas que recibieron una Gnica administracién
de hasta 8 mg por kilogramo de peso corporal intramuscularmente y 50 mg por kilogramo por via intravenosa no
mostraron ningun efecto adverso; monos que recibieron PRO051 durante 1 mes parecieron aguantar dosis hasta 16
mg por kilogramo por semana cuando el farmaco fue administradas por infusién intravenosa de 1 hora o por
inyeccidn subcutanea, sin efectos adversos clinicamente pertinentes.

Preseleccioén In vitro

[0129] Un cultivo de mioblasto primario preexistente ! fue usado para la preseleccion de paciente 4.

Para los otros tres pacientes, fibroblastos fueron convertidos en células miogénicas tras la infeccion con un vector
adenoviral que contiene el gen para el factor de transcripcion miogénica (myoD) como se describe con anterioridad.™
8485 Cultivos de miotubo fueron modificados con PRO051 (100 nM) y polietilenimina (2 ul por microgramo de
PROO051), segun las instrucciones del fabricante para ExGen500 (MBI Fermentas).

ARN fue aislado después de 48 horas.

Andlisis de reacciéon en cadena de polimerasa de transcriptasa inversa (RT, pCR) inmunofluorescencia, y
electrotransferencia fueron realizados como proporcionado con anterioridad**?. Fragmentos de la PCR fueron
analizados con el uso del 2100 bioanalizador (Agilent) y aislados para secuenciacion por el Leiden Genome
Technology Center.
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Evaluacién de seguridad

[0130] En la linea de referencia y a 2 horas, 1 dia, y 28 dias después de la inyeccién, todos pacientes han recibido
un examen fisico completo (con la medicién de constantes vitales) y fueron sometidos a electrocardiografia.
Ademas, plasma y orina fueron obtenidos para determinar funcién renal y de higado, niveles de electrolitos, cuentas
de célula completa, el tiempo de tromboplastina parcial activada, y valores de actividad de complemento en las vias
tradicionales (CH50) y alternativas (AP50).

El uso de medicamentos concomitantes fue registrado.

En la linea de referencia y en el dia 28, la fuerza del musculo anterior tibial fue evaluada con el uso de la escala del
Medical Research Council ®® para evaluar si los procedimientos habian afectado al rendimiento muscular. (En esta
escala, una puntuacion de 0 indica ningln movimiento y una puntuacién de 5 indica fuerza muscular normal.) Como
solo una area pequefia del musculo fue tratada, no fue previsto beneficio clinico en cuanto a fuerza muscular
aumentada.

A cada visita, eventos adversos fueron registrados.

Evaluaciéon de ARN

[0131] Secciones en serie (50 um) de la muestra de biopsia muscular congelada fueron homogeneizadas en la
solucion de ARN-Bee (Campro Scientific) y MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics).

ARN total fue aislado y purificado segun las instrucciones del fabricante.

Para DNA complementario, sintesis fue realizada con transcriptasa inversa Transcriptor (Roche Diagnostics) con el
uso de 500 ng de ARN en una reaccion de 20-ul a 55°C durante 30 minutos con cebadores inversos especificos de
exon humano 53 o 54.

Analisis PCR fueron realizados como se describe con anteriorida
agarosa 2% y secuenciados.

Ademas, RT-PCR con el uso de un cebador establecido para la prueba de truncamiento de proteina ¢ fue usado
para rapidamente filtrar para eventos especificos de empalme aberrante en todo el gen DMD.

d*2. Productos fueron analizados en geles de

Evaluacion de nivel de proteina

[0132] Para andlisis de inmunofluorescencia, secciones fijadas con acetona fueron incubadas durante 90 minutos
con anticuerpos monoclonales contra el dominio de varilla central (MANDYS106, Dr. G. Morris, Reino Unido) a una
dilucion de 1:60, el dominio C-terminal (NCL-DYS2, Novocastra Laboratories) a una diluciéon de 1:30, o (como una
referencia) laminina a2 (Chemicon internacional), una proteina de lamina basal que se inafecta por deficiencia de
distrofina, a una dilucién de 1:150, seguido de anticuerpos IgG (H+L) antiratén de cabra Alexa flaor 488 (Molecular
Probes) a una dilucién de 1:250 durante 1 hora.

Secciones fueron montadas con Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories).

ImageJ software (W. Rasband, National Institutes of Health, http://rsb.info.nih.gov/ij) fue usado para analisis de
imagen cuantitativo como se describe con anterioridad.®®®* Secciones transversales enteras fueron subdivididas en
series de 6 a 10 imagenes adyacentes, dependiendo del tamafio de la seccién.

Para asegurar mediciones fiables, coloracion de las secciones y registro de todas las imagenes fueron realizados
durante una sesion con el uso de ajustes de exposicion fijados y la evitacion de saturacion de pixeles.

El umbral de intensidad inferior fue establecido al fondo para distrofia muscular de Duchenne, y fluorescencia
positiva fue cuantificada para cada seccion (porcentaje de area), tanto para distrofina como laminina o2.

[0133] Analisis de electrotransferencia 28 fue realizado como se describe con anterioridad® con el uso de
homogenizados agrupados de conjuntos de cuatro secciones en serie 50-um en toda la muestra de biopsia.

Para cada paciente, dos cantidades de proteina total - 30 ug y 60 pg - fueron aplicadas, y para la muestra de control,
3 ug.

El inmunoblot (andlisis de electrotransferencia) fue incubado durante toda la noche con anticuerpo monoclonal de
distrofina NCL-DYS1 (Novocastra Laboratories) a una dilucién de 1:125, seguido de IgG antiratéon de cabra marcado
con peroxidasa de rabano picante (Santa Cruz Biotechnology) a una dilucién de 1:10,000 durante 1 hora.

Bandas inmunoreactivas fueron visualizadas con el uso del sistema de deteccion de electrotransferencia ECL Plus
Western blotting detection system (GE Healthcare) y Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences).

Intensidades de sefial fueron medidas con el uso del software ImageJ.

Resultados
Preseleccionar de pacientes

[0134] El estudio fue planificado para incluir de cuatro a seis pacientes.

Seis pacientes fueron invitados a participar, y uno decling la invitacion.

Los restante cinco pacientes fueron preseleccionados.

Primero, la condiciéon del misculo anterior tibial fue evaluada en MRI.

Se consider6 que la condicion muscular de cuatro pacientes era adecuada para el estudio (figura 2A), y la ausencia
de distrofina fue confirmada en las muestras de biopsia original de los pacientes (figura 2B).
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Segundo, el estado mutacional y respuesta de omision de exdn positivo para PRO051 de estos cuatro pacientes
fueron confirmados en los cultivos de fibroblasto.

Tratamiento PROO051 ha generado un nuevo fragmento de ARN mas corto mensajero para cada paciente,
representando de 46% (en el paciente 4) a 90% (en el paciente 1) del producto RT-PCR total (figura 2C).

Omisidn precisa de exon 51 fue confirmada por secuenciacion (figura 2D).

No se descubrié que otras regiones de transcripcién fueran alteradas.

Andlisis de inmunofluorescencia mostraron una preponderancia de miotubos positivos de distrofina (figura 2E), un
hallazgo que fue confirmado por analisis de electrotransferencia (no mostrado).

Asi, los cuatro pacientes fueron juzgados aceptables para tratamiento PRO051.

Sus caracteristicas de linea de referencia se muestran en la tabla 2.

Seguridad y eventos adversos

[0135] Todos los pacientes tuvieron uno o varios eventos adversos.

Sin embargo, solo un paciente informé de dolor local moderado en el sitio de inyeccion, que fue considerado un
evento adverso relacionado con el farmaco de estudio.

Otros eventos incluyeron dolor de leve a moderado después de la biopsia muscular.

Dos pacientes tuvieron formacion de ampollas bajo los vendajes usados para cierre de la herida.

En el periodo entre inyeccion y biopsia, dos pacientes informaron de unos dias de sintomas tipo gripe, y un paciente
tuvo diarrea moderada durante 1 dia.

En la linea de referencia, las puntuaciones de fuerza muscular del mdsculo anterior tibial tratado en pacientes 1, 2,
3,y 4 fueron respectivamente 4, 2, 3, y 4, en la escala del Medical Research Council.

Ninguno de los pacientes mostr6 cambios en la fuerza de este musculo durante el estudio o alteraciones
significativas en las medidas de laboratorio estandares o medidas aumentadas de productos de empalme de
complemento o tiempo de tromboplastina parcial activado.

Ninguna respuesta inflamatoria local o tdxica fue detectada en las secciones de musculo de los pacientes (datos no
mostrado).

Paciente 3 exitosamente fue sometido a cirugia preplanificada para escoliosis en el mes después de que el estudio
fuera completado.

ARN y nivel de proteina

[0136] A dia 28, una biopsia del area tratada fue realizada en cada paciente.

Musculo total ARN fue aislado de secciones en serie en toda la muestra de biopsia.

En todos los pacientes, RT-PCR identificé un fragmento nuevo mas corto provocado por la omision de exon-51 como
confirmado por secuenciacion (figura 3).

Un analisis méas detallado de transcripcion no mostré otras alteraciones (datos no mostrados).

Andlisis de inmunofluorescencia de secciones a lo largo de la muestra de biopsia de cada paciente mostraron
sefales claras del sarcolema de distrofina en la mayoria de las fibras musculares (figura 4A y 4B).

Anticuerpos de distrofina proximal y distal a las supresiones que fueron usadas incluyeron MANDYS106 (figura 4A 'y
4B) y NCL-DYS2 (similar al MANDYS106, no mostrado).

Las fibras en cada seccién fueron manualmente contadas tras la coloracion para laminina a2.®® Los numeros
individuales variaron, de acuerdo con el tamafio de la muestra de biopsia y la calidad del musculo.

En las secciones mas grandes, paciente 2 tenia 726 fibras, de las cuales 620 fueron positivas en distrofina, mientras
gue paciente 3 tenia 120 fibras, de las cuales 117 fueron positivas en distrofina (figura 4A 'y 4C).

Las intensidades de distrofina fueron tipicamente inferiores a aquellas en una muestra de biopsia muscular
saludable (figura 4B).

Las fibras Unicas con una sefal de distrofina mas intensa en pacientes 2 y 3 podrian ser bien fibras revertientes
(figura 4B).

[0137] Andlisis de electrotransferencia confirmé la presencia de distrofina en cantidades variables (figura 4E).

Las sefales de distrofina fueron escaneadas y correlacionadas al control (por microgramo de proteina total).

Las cantidades variaron de 3% en el paciente 3, que tenia el misculo mas-distrofico, a 12% en el paciente 2, que
tenia el musculo mejor conservado.

Ya que tal comparacion basandose en proteina total no corrige para las cantidades variables de tejido fibrético y
adiposo en pacientes con distrofia muscular de Duchenne, también cuantificamos la sefial de fluorescencia de
distrofina (figura 4A y 4B) con respecto a la de la laminina a2 situada de forma similar en cada seccion por analisis
ImageJ.

Cuando la proporcién de distrofina para laminina a2 fue establecida a 100 para la seccion de control, pacientes 1, 2,
3, y 4 tuvieron proporciones de 33, 35, 17, y 25, respectivamente (figura 4D).

Discusion

[0138] Nuestro estudio mostré que inyeccion intramuscular local de PRO051, un oligorribonucleotido antisentido
20MeP complementario a una secuencia de 20 nucleotidos dentro de exén 51, indujo omision de exon-51, corrigio el
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marco de lectura, y asi indujo distrofina en el misculo en los cuatro pacientes con distrofia muscular de Duchenne
que recibieron terapia.

Fibras positivas de distrofina fueron descubiertas en las muestras de biopsia de los pacientes, lo que indica la
dispersién del compuesto en el area inyectada.

Ya que ningln excipiente de mejora de entrega fue usado, comprension PRO051 no ha parecido ser un factor
potencialmente limitante mayor.

No podemos excluir que permeabilidad aumentada de la membrana de fibra distréfica tuviera un efecto favorable.
Los pacientes produjeron niveles de distrofina que fueron de 3 a 12% del nivel en el musculo de control saludable,
como se muestra en el andlisis de electrotransferencia de proteina total.

Ya que la presencia de fibrosis y grasa puede llevar a alguna subestimacién de distrofina en extractos de proteina
total, determinamos la proporcion de distrofina para laminina a2 en las secciones transversales, que oscilé de 17 a
35, en comparacion con 100 en el mudsculo de control.

El efecto restaurador de distrofina de PRO051 fue limitado al area tratada, y ninguna mejora de fuerza del musculo
entero fue observada.

Tratamiento sistémico futuro requerira administracion repetida para aumentar y mantener expresion de distrofina a
un nivel mas alto y para obtener eficacia clinica.

[0139] Debido a reglamentos de ética medica con relacion a intervenciones en menores, no pudimos obtener una
muestra de biopsia de los musculos contralaterales de los pacientes que no habian sido inyectados.

Sin embargo, los pacientes mostraron menos del 1% de fibras revertientes en las muestras de biopsia de
diagnadstico original obtenidos de 5 a 9 afios antes de la iniciacion del estudio (tabla 2 y figura 2B).

Consideramos muy posible que los efectos que observamos estuvieran relacionados con la naturaleza y secuencia
del PROO051 reactivo en vez de con un aumento marcado en fibras revertientes.

De hecho, una Unica fibra posiblemente revertiente que tenia una sefial de distrofina aumentada fue observada en
tanto paciente 2 como paciente 3 (figura 4B).

[0140] En resumen, nuestro estudio mostr6 que administracion local de PRO051 a musculo en cuatro pacientes con
distrofia muscular de Duchenne restaurd6 la distrofina a niveles que varian de 3 a 12% o 17 a 35%, dependiendo de
la cuantificacion relativa a proteina total o contenido de miofibra.

De acuerdo con la naturaleza claramente localizada del tratamiento, mejora funcional no se observo.

El resultado consistentemente mas pobre en el paciente 3, que tenia la enfermedad méas avanzada, sugiere la
importancia de llevar a cabo ensayos clinicos en pacientes a una edad relativamente joven, cuando relativamente
poco tejido muscular ha sido sustituido por fibrosis y tejido adiposo.

Nuestras conclusiones proporcionan una indicacion de que omisién de ex6n mediado de antisentido pueden ser un
método potencial para restaurar sintesis de distrofina en los musculos de pacientes con distrofia muscular de
Duchenne.

Ejemplo 2: ejemplo de referencia

[0141] En un estudio preclinico en ratones mdx (modelo animal para DMD) el efecto de prednisona de compuesto
complementario en la omision de exdn inducido por AON fue evaluado.

Ratones Mdx (C57BI/10ScSn-mdx/J) fueron obtenidos de Charles River Laboratories (Paises Bajos).

Estos ratones son deficientes en distrofina debido a un mutacion sin sentido en el exén 23.

Omisiéon de exdn inducida por AON 23 es terapéutica en ratones mdx eliminando la mutacién sin sentido y la
correccion del marco de lectura abierto.

Se inyecté subcutaneamente a dos ratones mdx por grupo con: grupo 1) sal fisiolégica (semanas 1- 8), grupo 2)
prednisolona (1mg/kg, semanas 1-8), grupo 3) oligonucleétido PS49 antisentido especifico de raton disefiado para
especificamente inducir omisiéon de exé6n 23 (100mg/kg, semana 4 (5 veces), semana 5-8 (2 veces), grupo 4)
prednisolona (1mg/kg, semana 1-8) + PS49 (100mg/kg, semana 4 (5 veces), semana 5-8 (2 veces).

PS49 (5' GGCCAAACCUCGGCUUACCU 3') tiene un esqueleto de fosforotioato de longitud completa y moléculas de
ribosa modificada de 2'O-metilo.

[0142] Todos los ratones fueron sacrificados 1 semana después de la Ultima inyeccion.

Grupos de musculos diferentes, incluyendo cuadriceps, anterior tibial, y misculos de diafragma fueron aislados y
congelados en el 2-metilbutano enfriado en nitrégeno liquido.

Para andlisis RT-PCR, las muestras musculares fueron homogeneizadas en la solucion de RNA-Bee (Campro
Scientific, Paises Bajos).

ARN total fue aislado y purificado segun las instrucciones del fabricante.

Para sintesis de ADNc con transcriptasa inversa (Roche Diagnostics, Paises Bajos), 300 ng de ARN fue usado en
una reaccion 20 pl a 55°C durante 30 min, inverso cebado con cebadores especificos de gen DMD de raton.

Primero PCR fueron realizados con conjuntos de cebador externo, durante 20 ciclos de 94°C (40 seg), 60°C (40
seq), y 72°C (60 seg).

Un ul de esta reaccién (diluida 1:10) fue luego reamplificada utilizando combinaciones de cebador anidado en los
exones directamente flanqueando exén 23, con 30 ciclos de 94°C (40 seg), 60°C (40 seg), y 72°C (60 seg).
Productos PCR fueron analizados en 2% geles de agarosa.
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Rendimientos de omision fueron determinados por cuantificacién de productos PCR que utilizan el DNA 1000
LabChip® Kit y el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Paises Bajos).

Ninguna omisidn de exén 23 fue observada en los musculos de ratones tratados con sal fisiolégica o prednisolona
solo (grupos 1y 2).

Niveles de omisién de exdon 23 fueron detectados y comparados por grupo muscular entre ratones tratados con
PS49 solo (grupo 3) y ratones tratados con PS49 y prednisolona de compuesto complementario (grupo 4).

En los muisculos cuadriceps (Q), anterior tibial (TA), y diafragma (DIA), niveles de omision de exén 23 fueron
tipicamente mas altos en el grupo 4 cuando se compara con grupo 3 (figura 5).

Esto indica que prednisolona de compuesto complementario de hecho mejora niveles de omisiéon de exén 23 en
ratones mdx tratados con PS49.

Ejemplo 3: ejemplo de referencia

[0143] A., B. Cultivos de células muscular diferenciado (miotubos) derivados de un individuo de control saludable
fueron modificados con 250 nM PS188 ([5' UCAGCUUCUGUUAGCCACUG 3'; SEC ID n.% 10] un AON optimizado
para especificamente omitir exén 44) o 250 nM PS221 ([5' AUUCAAUGUUCUGACAACAGUUUGC 3'; SEC ID n.°
60] un AON optimizado para especificamente omitir exdn 45) en presencia de 0 a 0,5 mg/ml pentoxifilina, uso de del
polimero de reactivo de transfeccion UNIFectilin (2,0 pl UNIFectilin por pg AON en 0,15M NaCl).

UNIFectilin interactia electrostaticamente con &cidos nucleicos, a condicion que el &cido nucleico se carga
negativamente (tal como AON de fosforotioato de 2'-O-metilo).

Pentoxifilina (Sigma Aldrich) fue disuelta en agua.

ARN total fue aislado 24 hrs tras la transfeccién en la solucion de RNA-Bee (Campro Scientific, Paises Bajos) segun
las instrucciones del fabricante.

Para sintesis de ADNc con transcriptasa inversa (Roche Diagnostics, Paises Bajos), 500 ng de ARN fue usado en
una reaccion 20 pl a 55°C durante 30 min, cebado inverso con cebadores especificos de gen DMD.

Primero PCR fueron realizados con conjuntos de cebador externos, durante 20 ciclos de 94°C (40 seg), 60°C (40
seg), y 72°C (60 seg).

Un pl de esta reaccion (diluido 1:10) fue luego reamplificado utilizando combinaciones de cebador anidado en los
exones directamente flanqueando exdn 44 o 45, con 30 ciclos de 94°C (40 seg), 60°C (40 seq), y 72°C (60 seg).
Productos PCR fueron analizados en 2% geles de agarosa.

Rendimientos de omisién fueron determinados por cuantificaciéon de productos PCR utilizando el DNA 1000
LabChip® Kit y el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Paises Bajos).

[0144] Tanto con PS188 como PS221, niveles en aumento de exdén 44 o 45 omision fueron obtenidos con
concentraciones en aumento de la pentoxifilina de compuesto complementario cuando se compara con aquellos
obtenidos en células que no eran co-tratadas con pentoxifilina (ver figura 6).

Estos resultados indican que pentoxifilina mejora niveles de omision de exén en el masculo células.

C.

[0145] En un estudio preclinico en ratones mdx (modelo animal para DMD) el efecto de pentoxifilina de compuesto
complementario en la omision de exdn inducido por AON fue evaluado.

Ratones Mdx (C57BI/10ScSn-mdx/J) fueron obtenidos de Charles River Laboratories (Paises Bajos).

Estos ratones son deficientes en distrofina debido a un mutacion sin sentido en el exén 23.

Omisiéon de exodn inducido por AON 23 es terapéutico en ratones mdx eliminando la mutaciéon sin sentido y
correccion del marco de lectura abierto.

Dos ratones mdx por grupo fueron inyectados subcutdneamente con: grupo 1) pentoxifilina (50 mg/kg, semana 1-2),
grupo 2) oligonucledtido PS49 antisentido especifico de ratén disefiado para especificamente inducir omision de
exon 23 (100mg/kg, semana 2 (2 veces), grupo 3) pentoxifilina (50 mg/kg, semana 1-2) + PS49 (100mg/kg, semana
2 (2 veces).

PS49 (5' GGCCAAACCUCGGCUUACCU 3 tiene un esqueleto de fosforotioato de longitud completa y moléculas de
ribosa modificada de 2'O-metilo.

[0146] Todos los ratones fueron sacrificados 1 semana después de la Ultima inyeccion.

Grupos de musculos diferentes, incluyendo cuadriceps, tibial anterior, triceps y misculos cardiacos fueron aislados y
congelados en el 2-metilbutano enfriado en nitrégeno liquido.

Para analisis RT-PCR, las muestras musculares fueron homogeneizadas en la solucion de RNA-Bee (Campro
Scientific, Paises Bajos).

ARN total fue aislado y purificado segun las instrucciones del fabricante.

Para sintesis de ADNc con transcriptasa inversa (Roche Diagnostics, Paises Bajos), 300 ng de ARN fue usado en
una reaccién 20 ul a 55°C durante 30 min, cebado inverso con cebadores especificos de gen DMD de ratén.

Primero PCR fueron realizados con conjuntos de cebador externo, durante 20 ciclos de 94°C (40 seg), 60°C (40
seq), y 72°C (60 seg).

Un ul de esta reaccién (diluido 1:10) fue luego reamplificada utilizando combinaciones de cebador anidado en los
exones directamente flanqueando exén 23, con 30 ciclos de 94°C (40 seg), 60°C (40 seg), y 72°C (60 seg).
Productos PCR fueron analizados en 2% geles de agarosa.
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Rendimientos de omisién fueron determinados por cuantificacion de productos PCR utilizando el DNA 1000
LabChip® Kit y el bioanalizador de Agilent 2100 (Agilent Technologies, Paises Bajos).

Ninguna omisién de exdn 23 fue observada en los musculos de ratones tratados con pentoxifilina solo (grupos 1).
Niveles de omisién de exon 23 fueron detectados y comparados por grupo muscular entre ratones tratados con
PS49 solo (grupo 2) y ratones tratados con PS49 y pentoxifilina de compuesto complementario (grupo 3).

En el cuadriceps (Q), anterior tibial (TA), triceps (tri) y misculos cardiacos (HRT), los niveles de omision de exén 23
fueron tipicamente mas altos en el grupo 3 cuando se compara con grupo 2 (figura 6c).

Esto indica que pentoxifilina de compuesto complementario de hecho mejora los niveles de omisién de exén 23 en
ratones mdx tratados con PS49.

[ Tabla 2. Caracteristicas de linea de referencia de los pacientes con DMD |

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
Edad (afios) 10 13 13 11
Supresion Exoén 50 Exones 48-50  Exones 49-50 Exén 52
Edad a la pérdida de ambulacion 9 11 7 10
(afios)
Escoliosis No No Si Si
Niveles de creatina-cinasa (U/l)* 5823 2531 717 4711
Tratamiento de esteroides Si Si Nunca Hasta enero
2006
Fuerza musculo TA (escala MRC) 4 2 3 4
Estado MRI musculo TA Moderado? Moderado? Moderado® Moderado®
% fibras revertientes N.D <1% N.D.
 nivel normal: <200 U/
% menos del 50% infiltracion de grasa y/o fibrosis [Mercuri et al., 2005)
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REIVINDICACIONES

1. Combinacioén de:
- un oligonucleétido antisentido que comprende una secuencia que es complementaria a una parte de exén
51 de pre-ARNm de distrofina humana y dicho oligonucleétido se representa por SEC ID n.°: 204
y
- un compuesto complementario para reducir la inflamacién, donde este compuesto comprende un
esteroide, donde dicha combinacién es para su uso como un medicamento, para aliviar uno o varios
sintomas de distrofia muscular de Duchenne en dicho individuo.

2. Combinacién para uso segun la reivindicacion 1, donde la ausencia de dicho exé6n de ARNm producida por dicha
distrofina pre-ARNm genera una region de codificacion para una proteina de distrofina funcional.

3. Combinacion para uso segun la reivindicacion 1 o 2, donde dicho oligonucle6tido comprende ARN.

4. Combinacién para uso segun la reivindicacion 3, donde dicho ARN contiene una 2'-O-metilo ribosa modificada
(ARN).

5. Combinacién para uso segun la reivindicacion 3 o 4, donde dicho oligonucledtido es un 2'-O metilo
oligorribonucledtido fosforotioato.

6. Combinacién para uso segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 5, donde dicho oligonucle6tido es un
acido nucleico péptido, acido nucleico bloqueado, fosforodiamidada de morfolino, o cualquier combinacion de los
mismos.

7. Un producto farmacéutico que comprende
- una combinacion tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 ala 6

y
- un portador, adyuvante, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Fig 3d
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Fig 5
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Fig 6a
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Fig 7

SEC ID N°1:
MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQHIENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTG
QKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLGNNNVDLVNIGSTDIVDGNHELTLGLIWNIILHWQ
VKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFITSWSDGLALNALIHSHRPDL
FDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLDPEDVDTTYPDKKSILMYITSLFQVLPQQ
VSIEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHAQMHYSQQITVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQ
AAYVTTSDPTRSPFPSQHLEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQA
QGEISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQM
NLLNSRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDL
EDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKVLGDRWAN
ICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTG FKDQNEMLSSLQK
LAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEAWLDNFARCWDNLVQKLEKS
TAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTT EQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRL
DVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIFRKEGNFSDLKEKVNAIEREKAEKFRKLQDASRSAQA
LVEQMVNEGVNADSIKQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNNIIAFYNQLQQLEQMT
TTAENWLKIQPTTPSEPTATKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLEIQSIALKEKGQGPMFLDA
DFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQTIFDTLPPMRYQETMSAIRT WVQQSETKLSIPQLSVT
DYEIMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSEISRKYQSEFEETEGRWKK
LSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVFLKEEWPALGDSEILKKQLKQC
RLLVSDIQTIQPSLNSVNEGGQKIKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEAL
KGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQEKAVEEMKRAKEEAQQKE
AKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHEL
LSYLEKANKWLNEVEFKLKTTENIPCCAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQIRILAQTLTD
GGVMDELINEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQSIQSAQETEKSLHLIQESLTFIDKQLA
AYIADKVDAAQMPQEAQKIQSDLTSHEISLEEMKKINQGKEAAQRVLSQIDVAQKKLQDV
SMKFRLFQKPANFEQRLQESKMILDEVEKMHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSE
VKSEVEMVIKTGRQIVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSR
KMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQKEIEKQKVHLKSITE
VGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFD@NVDHITK
WITQADTLLDESEKKKPQQKEDVLKRLKAELNDIRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLY
EPQISELNHRFAAISHRIKTGKASIPLKELEQFNSDIQKLLEPLEAEIQQGVNLKEEDFNKD
MNEDNEGTVKELLQRGDNLQQRITDERKREEIKIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALEIS
HQWYQYKRQADDLLKCLDDIEKKLASLPEPRDERKIKEIDRELQKKKEELNAVRRQAEGL
SEDGAAMAVEPTQIQLSKRWREIESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLEISYVP
STYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGRIDIIHSKKT
AALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYDIKIFNQW
LTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEEIIQQSSKTDASIL
QEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKNILSEFQRDLNEFVLWLEEADNIASIPLEPGK
EQQLKEKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAPISPEEQDKLENKLKQTNLQWI
KVSRALPEKQGEIEAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEIYNQPNQEGPFD
VQETEIAVQAKQPDVEEILSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLOELRAKQP
DLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLS
LLDQVIKSQRVMVGDLEDINEMITKQKATMQDLEQRRPQLEELITAAQNLKNKTSNQEART
LIITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKE
GPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITENINAS
WRSIHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKG
VKELMKQWQDLQGEIEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSEL
RKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAPIGGDFPAVQKQNDVHR
AFKRELKTKEPVIMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEV
NTEWEKLNLHISADWQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEVIKGSWQPVGDLLIDSL
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QDHLEKVKALRGEIAPLKENVSHVNDLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVE
DRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERAISPNKVPYYINHETQTTCWDHPKMTELY
QSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLOQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQIING
LTTIYDRLEQEHNNLYVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFEKTGISLCKAHLEDK
YRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSIQIPRQLGEVASFGGSNIEPSVRSCFQFANNKPEIE
AALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCNICKECPIIGFRYRSLKHFNYDICQ
SCFFSGRVAKGHEMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLENKFRTKRYFAKHPRMGYLPV
QTVLEGDNMETPVTLINFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSRIEHYASRLAEMENSNGSYLNDS
ISPNESIDDEHLLIQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELERILADLEEENRNLQ
AEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAELIARAKLLRQHKGRLEARMQILED
HNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGE
EDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Fig 8

Secuencia de amino acido de Isoforma 4 de IGF-1 humano.

SEC ID N° 2:
MGKISSLPTQLFRKCCFCDFLEVEMHTMSSSHLFYLALCLLTFTSSATAGPETLCGAELVDAL
QFVCGDRGFYFNEKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLERLEMY CAPLKPAKSARSVRA
QRHTDMPETQKEVHLENASRGSAGNKNYRM

Fig 9

Exoén 43 de gen de DMD

SECID | CGACC UGAGC UUUGU UGUAG

SR 'Y | CGACC UGAGC UUUGU UGUAG ACUAU

SR 2 | CCUGA GOUUU GUUGU AGACU AUC

SRE & | CGUUG CACUU UGCAA UGCUG CUG

SKe © | cucua Geuue acceu vuce

SN & | GAGAG AGCUU COUGU AGCUU CACC

SESID | GUCCU UGUAC AUUUU GUUAA CUUUU UC

SECID | GGA GAG AGC UUC CUG UAG CU

SESJID | UCA CCC UUU COA CAG GOG UUG CA

SEC b | UGCACUUUGCAAUGCUGCUGUCUUCUUG
N°265 | CUAU
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Ex6n 44 de gen de DMD
I—sﬁg umucuunuc:uuaamw ﬁN‘: 1D | AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAAL ]
95‘2 ID | UUCAGCUUCUGUUAGCEACT SEEF';E CAGCUUCUCUUAGCCACUGAUTAAA
SECID | jiaGCUUCUGIUAGECACUG SECID | AGOUUCUGUUAGCOACUGAUUAAA
SECID | UCAGCUTCUGUUAGCCACUGA SECID | AGCUUCUGUUAGCCACUGAU
| SECID | ueAGCUUCUGUTAGCCACUGA SECID | qouCUGUUAGCCACTGAUT
SECID | ycAGCUUCUGUUAGCCACUGA SECID | AGCUUGUGUUAGCCACUGAUL
_Sﬁ? D | GUCAGEUUCUGUUAGOCACUGA SECID | GCUUCUGUUAGCCACUGAUUA
SECID | UOAGCUUCUGUUAGCCACUGAU SECID | AGCUTICUGUUAGCCACUGAUTA
SECD| Uumacuucmumaccacuﬁm S GCUUCUGUUAGECACUGAUTAA
_SE'EILD' UCAGCUTCUGUUAGCCACUGAUY SECID | AGLUUCUGUUAGECACUGAUUAA
SECID | yUGAGCUUCUGUUAGCCACIGAUD SECID | oUUCUGLUAGCCACUGAUUAAA
SECID | yCAGOUCUGUUAGCCACUGAUUA SECID | AGCUUCUGUUAGCCACURAULIAAA
35‘5—2@ TUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUA Sﬁ‘f‘l',?ﬂ GOUUCUGUUAGCCACUGATTUAAA
—?592':? | UCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA SECID | COAUUUGUAUUUAGCAUGUUOCC
SECID | YUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA SECID | AGAUACCAUUTIGUAUUUAGE
__9_592',? | UCAGCUTCUGUUAGCCACUGAUTAAA SECID | GOCAUDUCUCAACAGAUCU
_5592"? | UUCAGCUUCUGUTAGCCACTGAUUAAA SEE’;ID‘ GCCATUUCUCAACAGATCUGTICA
[ I—
| SRS 10 T cagerucueuuaceeacUG o SECTD | AUUCUCAGGAAUUUGUGUCUUTC
SECID CAGCUTCUGUUAGCCACUGAL SECID TOUCAGGAATUUGUGTCUTUC
SECID | AGCUTCUGUUAGCCACUGAUY SECID | Guuca” CUNCUGUUAGCO
SECID | cAGCUUCUGUUAGCCACUGAUT SECID | CUGAUTAAMUAUCTUUAUAD ©
5_59;? AGCUUCUGUUAGCCACUGATUA SECID GOOCOCAUTUCUCAACAG
SECID | (AGOUUCUGUVAGCCACUGAULA SECID | GUAULUAGCAUGUUCCCA
SECID | AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA ser 1D | cAGGAAULIIBUGUEUTTC
SECID | cAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA SECID | UuU GUG UCU UUC UGA GAAAC _‘
~SEC 1D | UCAUAAUGAAMACGCCGCUAUUUCUCAACAG | SEC ID TTUAGCAUGUL COCAATUCUCAGGA
_N°285 | AUCU N 268 | AUTUG
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Exon 45 de gen DMD

s UUUGCCGCUGCCCAAUGCCAUCCUG SECAY |  GUUGCAUUCAAUGUUGUGACAACAG
SES o AUUCAAUGUUCUGACAACAGUUUGC Shaf | UUGCAUUCAAUGUUCUGACAACAGU
SECID CCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGACAA SEEY | UGCAUUCAAUGUUCUGACAACAGUU
N CAGUUGCAUUCAAUGUUCUGAC K 5 | GCAUUGAAUGUUCUGACAACAGULU
S e AGUUGCAULGAAUGUUCUGA SEEaY | CAUUGAAUGUUCUGACAACAGULIUG
SECD GAUUGCUGAAUUAUUUCUUCT SECID | AUUCAAUGUUCUGACAACAGUULGC
S GAUUGCUGAAUUAULUCUUCCCTAG SES4E | UCAAUGUUCUGAGAACAGUUUGCCG
SR AUUGCUGAAUUAUUUGUUCCCCAGU SreaD | CAAUGUUCUGACAAGAGUUUGCCGC
SECID UUGCUGAAUUAUUUCUUGCCCAGUU SECID | AAUGUUGUGACAACAGUUUGCCGCU
! SE?E UGCUGAAUUAUUUCUUGGCCAGUUG Nop | AUGUUCUGACAACAGUUUGCCGCUG
SE,E,;S GCUGAAUUAUUUCUUCCCCAGUUGE 5599'90 UGUUCUGACAACAGUUUGCCGCUGE
SESs CUGAAUUAUUUCUUCCCCAGUUGCA Srei | GUUCUGACAACAGULUGCCGCUGCE
Sy UGAAUUAUUUCUUCCCCAGUUGCAU SECID | UUCUGACAACAGUUUGCCGCUGCCE
SECID GAAUUAUUUCUUCCCCAGUUGCAUU SECID | UCUGACAACAGUUUGCCGCUGCCCA
Secw AAUUAUUUCUUCCCCAGUUGCAUUC Shita | CUGACAACAGUUUGCCGCUGCCCAA
She e AUUAUUUCUUCCCCAGUUGCAUUCA SECIR | UGACAACAGUUUGCCGCUGCCCAAU
sec UUAUUUCUUCCCCAGUUGCAUUCAA SEom | GACAACAGUUUGCCGCUGCCCAAUG
SecD UAUUUCUUCCCCAGUUGCAUUCAAU SECID | ACAACAGUUUGCCGCUGCCCAAUGE
?EEE I AUUUCUUCCCCAGUUGCAUUCAALG SEE | CAACAGUUUGCCGCUGCCCAAUGCC
S Te UUUCUUGCECAGUUGCAUUCAAUGU Sheba | AACAGUUUGCCGCUGCCCAAUGCCA
= UUCUUCCCCAGUUGCAUUCAAUGUU SECID | ACAGUUUGCCGCUGCCCAAUGCCAU
Secn UCUUCCCCAGUUGCAULICAAUGUUC SEGD | CAGUUUGCCGCUGCCCAAUGCCAUC
7 CUUCCCCAGUUGCAUUCAAUGUUCU SECID | AGUUUGCCGOUGCCCAAUGCCAUCE
SEel UUCCCCAGUUGCAUUCAAUGUUCUG SRi2 | BUUUGCCGCUGCCCAAUGCCAUCCU
_SE§£ UCCCCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGA 9591'% UUUGCCGCUGCCCAAIGCCAUCCUG
SECAT CCCCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGAC S | UUGCCGCUGCCCAAUGCCAUCCUGG
_Sﬁifa'g COCAGUUGGAUUCAAUGUUGUGAGA SECID | UGCCGCUGCCCAAUGCCAUCCUGGA
?EE » CCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGACAA SECD | GCCGCUGCCCAAUGCCAUCCUGGAG
5594.? CAGUUGCAUUCAAUGUUCUGACAAL 35‘31'% CCGCUGCCCAAUGCCALCCUGGAGU
SeelD AGUUGCAUUCAAUGUUCUGACAACA SR | COCUGCCCAAUGCCAUCCUGGAGUU
1o UCGC UGU AGA AUA CUG GCA UC g1 UGU UUU UGA GGA UUG CUG AA
SECID | UGCAGACCUCOUGCCACC GCaGauuca | SECID | UGUUCUGACAACACLLMECCCEUGCCT
55% 10 | UUGCAGACCUCCUGCCACCECAGAULCAGGEY
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Exon 46 de gen de DMD
SECID | geuvuucuuuUAGUUGCUGCUCUUY | SECID AGGUUCAAGUGGGAUACUAGCAAUG
. N™1g ’ ! N 147 s ‘
3 1' 50 CUTUUCUTUUAGUUGCUGCUCTUUT | SEER | GOUVCAAGTGGGATACUAGCAAUGU
ey | UUUUCUUUUAGUUGEUGEUCUDUUC | SECIRT T GUUCAAGUGGGAUACUAGCAATGUL
S 15y | UUUCUUUUAGUUGCUGCUCUUTUCC | Sysy | UUCAAGUGGGAUACUAGCAAUGUUA
SECI0 | uvcuuruscuUGCUGCUCUUUUCCA | SECID UCAAGUGOGAUACUAGCAAUGUUAU
SN m | ucuuuuacuuGeuceucuuuuccac | SRS caacUGGGAUACUAGCAAUGUUAUC
S | CULLUAGUUGCUGCUCUUUUCCAGG sECD AAGUCGCAUACUAGCAAUGUUAUCU
SN 155 | UUUUAGUUSBCUGCUCUUUUGCAGGU SECD AGUGGGAUACUAGCAAUGUUAUCUG
S | UUUAGUUGEUGCUCUUUUCCAGGUD | SEGID | GUGGOAUACUAGCAAUGUUAUCUGE
S | Unacuuecuccuctuvuccacouue | SECID 1 uceecavAcuaceaAUGUUAUCUGEY
SESR | UAGUUGCUGCUCUUUUCCAGGUUCA i GUGAUACUAGCAAUGUUAUCUGCUU
SECID | AGUUGOUGCUCUUUUCCAGGUUCAA SER | GGAUACUAGCAAUGUUAUCUGCUUC
S| GUUGCUGCUCUUUUCCAGGUUCAAG | SEEID | GAUACUAGCAAUGUUAUCUGCUUCE
5591'3'; UUGCUGCUCUUUUCCAGGUUCAAGU D | AUACUAGCAAUGUUAUCUGCUUCCU
SECID | UGCUGCUCUUUUCCAGGUUCAAGUG | SEEID 1 vacuaGeAarUGUUAUCUGCUT CCUC
5,591'33 GOUGCUCUUUUCCAGGUUCAAGUGE 5551'532 ACUAGCAAUGUUAUCUGCUUCCUCC
< SECID
SEED | CUGCUCUUUUCCAGGUUCAAGUGHE N 1a3 CUAGCAAUGUUAUCUGCUUCCUCCA
SEOR | UGCUCUUUUCCAGGUUCAAGUGGGA el UAGCAAUGUUAUCUGCUUCCUCCAA
Sy | coucunuuccactuueascucocac | SEER. | ACCAAUGUUAUCUGCUUCCUCCAAC
SE,CIJ%E; CUCUUUTCCAGGUUCAAGUGGGATUA SEE D GUAAUGUUAUCUGCUUCCUCCAACC
S ihy | UCUULUCCAGGUUCAAGUGGGAUAC | SEEID CAAUGUUAUCUGCUUCCUCCAACCA
SN | CUUUUCCAGGUUCAAGUGGGAUACU SECID | AAUGUUAUCUGCUUCCUCCAACCAU
SECIB | UUUUCCAGGUUCAAGUGGGAUACUA BeC D AUGUUAUCUGCUUCCUCCAACCAUA
SO | UUUOCAGGUUCAAGUGGGAUACUAG SECID | UGUUAUCUGCITUCCUCCAACCATAA
5591'53 UUCCAGGUUCAAGUGGGAUACUAGE Eﬁfi'?[{ GUUAUCUGCUUCCUCCAACCAUAAA
SESID | UCCAGGUUCAAGUGGGAUACUAGCA SEel GOUGCUCUUTUCCAGOULID
N | CCAGGUUCAAGUGGGAUACUAGCAA SEcin UCUTTUTCCAGGUUCAAGUGG
seel | caseuucascuGGeAUAcUaGesay | SREP, AGGUUCAAGUGGGAUACUA
SECID | CUCLUUUCCAGGUUCAAGUGGGAUACUA | SECID | UADUCHUUUGUUCLUCUAGOCUGGAGAA
N7274 GC N® 276 AG
SECID | CAACCUNULCUUTUAGUUGCUGCUCUU | SECID 1 s 1 CCUCCAACCAUAARACAAAUTUC
N 275 Luce N® 277
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Exén 50 de gen de DMD

SR 1ms | CUCAGCUCUUGAAGUAAACG

S | ccucaceucuuGAAGUAAAC

SECID | CCUCAGCUCUUGAAGUAAACG

SECID. | AUAGUGGUCAGUCCAGGAGCU

SRS | CAGUC CAGGA GCUAG GUCAGG

SECID | UAGUGGUCAGUCCAGGAGCUAGGUC
5592'7% CCACUCAGAGCUCAGAUCUUCUAACUUCC
359;'7% CUUCCACUCAGAGCUCAGAUCUUCUAA
3592;3% CAGUCCAGGAGCUAGGUCAGGCUGCUUUGC
SECID | UCUUGAAGUAAACGGUUUACCCGCCUUCCACU
N°281 | CAGAGC

Ex6n 51 de gen de DMD

SECID | AGAGCAGGUACCUCCAACAUCAAGG | Spe,0) | UCAAGGAAGAUGGCAUUUCUAGUUU
SRe 12, | GAGCAGGUACCUCCAACAUCAAGGA o + UCAAGGAAGAUGGCAUUUCU
SN 105 | AGcagGuaccuccascaucareaa | SECID | casaGaaGAvGGCAULUCUAGUUUG
-3591'34 GCAGGUACCUCCAACAUCAAGGAAG | SEED. | AAGGAAGAUGGCAUUUCUAGUUUGE
s | CAGGUACCUCCAACAUCAAGGAAGA | SECID | AGGAAGAUGGCAUUUCUAGUUUGGA
| SEEID | AGGUACCUCCAACAUCANGGANGAY | SEETD | GGAAGAUGGCAUUUCUAGUUUGGAG
Ny | GEUACCUCCAACAUCAAGGAAGAUG | SECID | GAAGAUGGCAUTICUAGUUUGGAGA
N | GUACCUCCAACATICAAGGAAGAUGG | SEGID | AAGAUGGCAUUUCUAGUUUGGAGAT
'SE‘STSDB UACCUCCAACAUCAAGGAAGAUGGC sﬁ?;?; AGAUGGCAUUUCUAGUUUGGAGAUG
3591'9% ACCUCCAACAUCAAGGAAGAUGGCA 3592“1’2 GAUGGCAUUUCUAGUUUGGAGAUGG
SR | CCUCCAACAUCAAGGAAGAUGGCAU | SEEP | AUGGCAUTUCUAGUUUGGAGAUGGC
SNny | CUCCAACAUCAAGGAAGAUGGCAUU | SECID | UGGCAUUUCUAGUUUGGAGAUGGCA
BEC 10 | O s DGGCAID | 820 | ey caAsUnYoaAGATRGCAG
SECID | vccaacaucaaccarcauGGeAuLy | SEEID | GCAUUUCUAGUUUGGAGAUGGCAGU
SN | ceaacaucaaceasaauaacavuue | SEER. | CAUUUCUAGUUUGGAGAUGGCAGUU
St | cascaucarGaarGAUGGEAULUCY | SR6,% | AUUUCUAGUUUGGAGAUGGCAGUUU
SNrgy | AACAUCAAGGAAGAUGGCAUUUCUA | SREI. | UUUCUAGUUUGGAGAUGGCAGUUUC
sﬁ%"; ACAUCAAGGAAGAUGGCAUUUCUAG | SECID | UUCUAGUUUGGAGAUGGCAGUUUCC
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I
SEC ID
Mo 199

ACAUCAAGGAAGAUGGCAUUUCUAG
UouGG

SECID
. N°200

ACAUCAAGGAAGAUGGCAUUUCUAG

SECID
N° 201

CAUCAAGGAAGAUGGCAUUUCUAGU

| 'SEC ID
N°ap2

AUCAAGCAACGAUGGCAUTUCUAGUU

Exdn 52 de gen de DMD

SN | ceuctucauUGCUGeUCUUGUUULY | SECID. | UUUUGEGEAGCGGUAATGAGUUCTT
oy | CUCUUGAUUGCUGGUCHUGUUULUC | SEEIR.| wuuGEGeAGCaGUAAUGAGUUCTUC
?5922:; UCUUGAUTUGCUGGUCUUGUUUUITCA SEE::-%? UIGGGCAGCGEUAAUGAGUUCTUCC
_5592'2'?: CUUGAUUGCUGGUCUUGUUUUUCAA | SEER. | UGGGCAGOGGUAAUGAGUUCUUCCA
SECID | UUGAUUGCUGGUCUUGUUUTUCAAA '3592',%9 GGGCAGCOGUAAUGAGUUCTUCCAA
ot | UGAUUGCUGGUCUUGUUUUUCAAAD | SEE | GGCAGOGGUAAUGAGUUCUUCCAAC
3592'2[%, GAUUGCUGGUCUUGUUUUUCAAAUU | SEC é%i GUAGCGGUAAUGAGUUCUUCCAACU
_BﬁgzlzDs AUUGCUGGUCUUGUUUUUCAAAUUU | SECID, | CAGCGGUAAUGAGUUCUUCCAACUG
SE%EDD UUGCUGGUCUUGUUUUUCAAULUU | SECID | AGCAGUAAUGAGUUCUUCCAACUGG
SR | UGCUGGUCUUGUUUUUCAMUTUUG | SEC0 | GEGGUAAUGAGUUCUUCCAACUGGG
SECID. | GCUBGUCUTGUUUTUCAAAUTTUGG | SEEI8 .| COGUAAUGAGUUCUUCCAACUGGGE
Sﬁ%g CUGGUCUUGUUUUUCAAAUTUUGGG | SEEJ0. | GGUAAUGAGUUCUUCCAACUGGGGA
5552'3% UGGUCUUGUUUUUCAAUUUUGGGE | SEESZ, | GUAAUGAGUUCUUCCAACUGGGGAC
SNeaa | GGUCUUGUUUUUCAAUUUUGGGCA | 55819, |  UAAUGAGUUCULICCAACUGGGGACG
SN | GUCUUGUUUUUCAAAUUUUGGGOAG | S5010 | AAUGAGUUCUUCCAACUBGGGACGE
SECID. | UCUUGUUUUUCAAAUUUUGGEEAGE | S8R | AUGAGUUCUUCCAACUGAGOACGOC
_5592'397 CUUGUUUUUCAAAUUUUGGGCAGOG | SEC 5%1 UGAGUUCUUCCAACUGGOGACGOCU
SNy | VUGUUUUUCAAAUUUTGGGEAGCGG 302 |  GAGUUCUUCCAACUGGGGACGOCUC
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SECD | UGUUUUUCAAALUUUGEGCAGEEGU SEP‘;S:% AGUUCUUCCAACUGGGUACGCCUCU
S | GUUUUUCASAUUUUGGGCAGCGCUA 5593!3 4|  GUUCUUCCAACUGGGGACGCCUCUG
SEC/D | UNUUUCAAAUUUUGGGCAGCGGUAA Si 05| UUCUUCOAACUGGGGACGCCUCTGU
SESJD | UUUUCAAAUUUUGGGCAGCGGUAAL 5593'5’6 UCUUCCAACUGGGGACGCCUCUGUU
Shoan | vuucasavutuGeGeaceaeuaste | SEGID | cuuccascuGeaeacaocucUcUTC
sﬁncgﬁ UUCAAAUUUUGGGCAGOGGUAALGA SES:SIE?B UUCCAACUGGGGACGCCUCUGULNCC
Sren | UCAAAUUUUGGGCAGCGGUAAUGAG | SEEAD01 GAUUG CUGGU CUUGU UUUUC
SECUR | CAAAUUUUGGGLAGCCGUAAUCGAGU 5593!?0 CCUCU UGAUT GCUGG UCUUG
SECan | AAAUUUUGGGCAGCOOUAAUGAGUU 555:3?1 GGUAA UBAGU UCUUC CAACU GG
SESD | asvvuuccccaccecuaaucacuue | SEEL, ACUGE GGACG CCUCU GUUCC
5’592'3} AUUUUGGGCAGOGGUAAUGAGUUCU sﬁ%g?; ACUGGGGACGCCUCUGUUCCA
SEC ID | UCCAACUGGGGACGCCUCUGUUCC | SEG ID N - AGCC

| Ne2g AALCC T CCOUAAUCAUTCUTICUAGCC

Exén 53 de gen de DMD

SNasy | CCAUUGUGUUGAAUCCUUUAACAUU

SEC ID
N® .51
‘SECID
N°252

CCAUUGUGUUGAAUCCUUUAAC

AUUGUGUUGAAUCCUUUAAC

SECID | cCUGUCCUAAGACCUGCUCA
N° 253

SESID | CUUUUGGAUUGCAUCUACUGUAUAG
SNass | CAUUCAACUGUUGCCUCCGOUUCUG

SNme | CUGUUGCCUCCGGUUCUGAAGGUG

SECID | cAUUCAACUGUUGCCUCCGGUUCUGAAGGUG

N° 257

8592!% CUGAAGGUCUUCUUGUACUUCAUCC

SEEEIB; UGUAUAGGGACCCUCCUUCCAUGACUC

SEE}'&F{’] AUCCCACUGAUUCUGAAUUC

SECID | UUGGCUCUGGCCUGUCCUAAGA
SECID | AAGACCUGCUCAGCUUCUUCCUUAGCUUCCAG
N°262 | CCA
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