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ES 2596 977 T3

DESCRIPCION
Agentes Utiles en el tratamiento de la distrofia muscular facioescapulohumeral
Campo de la invencion

La invencion se refiere en lineas generales a enfermedades y afecciones cuyo tratamiento puede beneficiarse a
partir de la reduccién de la expresion de la doble homeocaja 4 y/o doble homeocaja 4c. Dichas enfermedades y
afecciones incluyen, entre otras, las que comprenden niveles aumentados y/o actividad aumentada de doble
homeocaja 4 y/lo de doble homeocaja 4c, e incluyendo mas particularmente la distrofia muscular
facioescapulohumeral. Dichas enfermedades y afecciones también incluyen las que comprenden la expresion de
una proteina de fusion entre DUX4 o DUX4c y otra proteina no relacionada, mas particularmente en las que la
enfermedad o afeccién es un tumor, incluso mas particularmente un sarcoma tal como de la familia de tumores de
Ewing, sarcomas infantiles de tejidos blandos indiferenciados y rabdomiosarcomas. La memoria descriptiva se
refiere a agentes, mas especificamente a agentes antisentido y a agentes de interferencia de ARN, que puede
reducir o anular la expresién de la doble homeocaja 4 y/o de la doble homeocaja 4c, y elaborar métodos, usos y
aspectos adicionales empleando dichos agentes.

Antecedentes de la invenciéon

La distrofia muscular facioescapulohumeral (FSHD, FSHMD o FSH), también conocida como distrofia muscular de
Landouzy-Dejerine, es un trastorno muscular dominante autosémico que afecta a aproximadamente 1/20.000
nacimientos. Se caracteriza por debilidad progresiva y atrofia de los musculos de la cara, de las extremidades
superiores y de la cintura escapular a las extremidades inferiores.

La FSHD esta genéticamente esta relacionada con contracciones de la matriz de repeticion D4Z4 en la region
subtelomérica 4g35. Los individuos no afectados tipicamente tienen entre 11-100 copias del elemento D4Z4 de 3,3-
kb, mientras que los pacientes con FSHD solo tienen 1-10 copias. Un rasgo tipico asociado con el defecto genético
es un aumento en la metilaciéon del ADN de la matriz D4Z4 contraida en comparaciéon con los individuos no
afectados (van Overveld et al. 2005 (Ann Neurol. 58: 569-76.)). Mientras que un pequefio grupo de pacientes con un
fenotipo FSHD tipico presenta mas de 10 copias del elemento D474, su nivel de metilacién de ADN es bajo, similar
al encontrado en matrices D4Z4 contraias. La hipometilacion del ADN esta tipicamente asociada con una estructura
abierta de la cromatina adecuada para la transcripcion (de Greef et al. 2009 (Hum Mutat. 30: 1449-59)).

Gabriéls et al. 1999 (Gene 236(1): 25-32) identificaron el gen la doble homeocaja 4 (DUX4) dentro de cada elemento
D4Z4 repetido en la matriz. La secuencia de DUX4 se corrigié6 mas tarde, como publicaron Kowaljow et al. 2007
(Neuromuscul Disord 17: 611-23) y se encuentra disponible con el nimero de registro de Genbank NCBI:
AF117653.2. Estudios posteriores mostraron que la proteina DUX4 codificada se expresaba en mioblastos y en
biopsias de pacientes con FSHD pero no en individuos no afectados, y que la proteina DUX4 es un factor de
transcripcidon que se dirige a un gran conjunto de genes incluyendo, entre otros, genes que codifican otros factores
de transcripcién, y que la activacion del gen DUX4 en el locus de FSHD inicia una cascada de transcripcion que
conduce a atrofia muscular, inflamacién, potencial de diferenciacion disminuido y estrés oxidativo, recapitulando los
rasgos clave de la FSHD (Bosnakowski et al. 2008 (EMBO J 27(20): 2766-79); Kowaljow et al. 2007 (Neuromuscul
Disord 17: 611-23); Dixit et al. 2007 (Proc Natl Acad Sci USA 104: 18157-18162)). Por tanto, la doble homeocaja 4
se considera como un contribuyente principal en la patologia de los musculos con FSHD.

Dixit et al. 2007 (citado anteriormente) también demostraron en cultivos de mioblastos que mientras que la
transcripcidon puede iniciarse en cualquier elemento D4Z4 dentro de la matriz de repeticién, un ARNm de DUX4
estable prevalente se origina desde la unidad D4Z4 mas distal y se extiende hacia el interior de la region pLAM que
flanquea el lado telomérico de la matriz D4Z4, mediante lo cual la region pLAM proporciona el transcrito DUX4 con
un intrén y una sefial de poliadenilacion (Figuras 1y 2). Sin embargo, también se identificaron transcritos adicionales
que abarcaban diversas unidades D4Z4, que podian tenian varias porciones cortadas y empalmadas fuera, y que
también podian comprender la region pLAM (Snider et al. 2009. Hum Mol Genet 18: 2414-30; Coppée et al.,
bibliografia no publicada, véanse las Figuras 26-28). Ademas, se han encontrado polimorfismos en la regiéon pLAM
tales como la presencia o ausencia de una secuencia de 1,6 kb dentro de su intron (Gabriéls et al. 1999, citado
anteriormente; van Deutekom et al. 2009. Hum Mutat 30: 1449-59).

Lemmers et al. 2010 (Science, 19 de agosto) propusieron un modelo genético unificador para la FSHD.

Adicionalmente, el gen DUX4c homologo se identificé centromérico a 42 kb de la matriz D4Z4, dentro de una unidad
D4Z4 solitaria inversa y truncada. El gen DUX4c codifica una proteina de 47 kDa con un doble homeodominio
idéntica a DUX4 pero divergente en la region carboxilo terminal. La proteina DUX4c se expresa a bajos niveles en
musculos de control, se induce en musculos de pacientes que padecen distrofia muscular de Duchenne y esta
presente a niveles similares, o incluso mas elevados, en muasculos con FSHD. Experimentos adicionales sugieren
que la DUX4c podria estar implicada en la proliferacion de mioblastos durante la regeneracion del misculo y que
cambios en su expresion podrian contribuir a la patologia FSHD (Ansseau et al. 2009 (PLoS One 4(10): e7482).
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En determinados tipos de tumores se ha observado un gen de fusién que incluye la region 3’ del gen DUX4 como
resultado de reordenamientos cromosémicos. En la familia de tumores de Ewing (FTE) y en sarcomas infantiles de
tejidos blandos indiferenciados (STBI) (Yoshimoto et al. 2009. Cancer Genet Cytogenet 195: 1-11) se observé la
fusion entre CIC, un homdlogo humano de Drosophila capicua y DUX4 (Kawamura-Saito et al. 2006. Hum Mol Genet
15: 2125-2137), y en rabdomiosarcomas (RMS) se mostro la fusion entre el gen EWSR1 y DUX4. (Sirvent et al.
2009. Caner Genet Cytogenet 195: 12-08). Como consecuencia de la fusiéon con el fragmento C terminal de DUX4
las proteinas de fusion resultantes adquieren una actividad transcripcional potenciada, lo que conduce a la formacion
de tumores.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona la materia objeto como se expone en uno cualquiera y en todos los puntos (i) a
(xx) siguientes:

(i) Un agente antisentido capaz de unirse a un pre-ARNm de doble homeocaja 4 (DUX4) o un pre-ARNm de
doble homeocaja 4c (DUX4c), en el que el agente antisentido puede unirse a un elemento de secuencia
necesario para el corte y empalme del pre-ARNm de DUX4 o DUX4c o que puede unirse a un elemento de
secuencia necesario para la poliadenilacion del pre-ARNm de DUX4 o DUX4c, y el que el agente antisentido es
un oligonucledtido antisentido o un analogo de oligonucledtido antisentido, para su uso como un medicamento.

(ii) El agente antisentido para su uso de acuerdo con el punto (i) anterior capaz de unirse a un elemento de
secuencia necesario para el corte y empalme del pre-ARNm de DUX4 pero no para el del pre-ARNm de DUX4c,
0 capaz de unirse a un elemento de secuencia necesario para la poliadenilaciéon del pre-ARNm de DUX4 pero no
para la del pre-ARNm de DUXA4c.

(iii) El agente antisentido para su uso de acuerdo con el punto (i) anterior capaz de unirse a un elemento de
secuencia necesario para el corte y empalme del pre-ARNm de DUX4c pero no para el del pre-ARNm de DUX4
0, capaz de unirse a un elemento de secuencia necesario para poliadenilacion del pre-ARNm de DUX4c pero no
para la del pre-ARNm de DUX4.

(iv) El agente antisentido para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i) a (iii) anteriores, en el que:

- el agente antisentido tiene una longitud entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 nucleétidos o
analogos de nucleétidos, preferentemente una longitud entre aproximadamente 12 y aproximadamente 80 o
entre aproximadamente 15 y aproximadamente 50, mas preferentemente entre aproximadamente 20 y
aproximadamente 40 o entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30 nucledtidos o andlogos de
nucleétidos; y/o

- el agente antisentido es un oligonucleotido 2’-O-metilfosforotioato o mas preferentemente un oligonucleétido de
fosforodiamidato morfolino; y/o

- el agente antisentido esta conjugado con un péptido penetrador de células (PPC).

(v) El agente antisentido para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i) a (iv) anteriores, en el que
el elemento de secuencia necesario para el corte y empalme del pre-ARNm DUX4 o de DUX4c se selecciona del
grupo que comprende sitios donantes de corte y empalme, sitios aceptores de corte y empalme, segmentos ricos
en pirimidina o polipirimidina aguas arriba de sitios aceptores de corte y empalme, limites de exdn-intrén, limites
de intrén-exon, sitios ramificados y elementos potenciadores de corte y empalme exoénico del pre-ARNm de
DUX4 o de DUX4c, preferentemente seleccionados del grupo que comprenden sitios donantes de corte y
empalme, sitios aceptores de corte y empalme, limites de exon-intrén y limites de intrén-exén del pre-ARNm de
DUX4 o de DUXA4c.

(vi) El agente antisentido para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i), (ii), (iv) o (v) anteriores
configurado para unirse a al menos aproximadamente 10 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15
bases, méas preferentemente a al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente a al menos
aproximadamente 25 bases o a al menos aproximadamente 30 bases, tales como entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 40 bases o entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30 bases, preferentemente en el
que dicha referencia a las bases indica bases consecutivas, de una cualquiera de las siguientes secuencias de
pre-ARNm de DUX4 (SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8) o de sus variantes que tienen una identidad de secuencia de al
menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos
aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas:

ggctetgctggaggagctitaggacgeggggttgggacggggtegggtggticggggeag (SEQ ID NO: 2);

gctgaccggectgggattectgecttctaggtctaggececggtgagagactccacaccge (SEQ ID NO: 4);
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ggcatcccggggatcccagagecggceccaggtacctgecgcacgegegggtttgecgggeag (SEQ ID NO: 6);
tetgtetgtetttgeccgcetteetggetagacctgegegecagtgegeacceeggcetgacg (SEQ ID NO: 8).

(vii) El agente antisentido para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i), (ii) o (iv) a (vi) anteriores
que comprende una secuencia complementaria a una cualquiera de las siguientes secuencias de pre-ARNm de
DUX4 (SEQ ID NO: 10 a 15, 66) o a sus variantes que tienen una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente
95 % con las secuencias respectivas, o con sus fragmentos que comprenden al menos 10 bases, o al menos 12
bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos aproximadamente
20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente en el que dicha
referencia a las bases indica bases consecutivas de las secuencias o variantes respectivas:

cttctaggtctaggcccggtgagag (SEQ ID NO: 10);

tggctagacctgcgegeagtgegea (SEQ ID NO: 11);

cttcetggctagacctgegegeagt (SEQ ID NO: 12);

agacctgcgcgcagtgcgcaccccg (SEQ ID NO: 13);

cttcctggctagacctgegegeagtgegea (SEQ ID NO: 14);

gcccgctteectggetagacctgegegeagt (SEQ ID NO: 15);

acgcggggttgggacggggtcgggt (SEQ ID NO: 66).
(viii) El agente antisentido para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i), (ii) o (iv) a (vii) que
comprende una cualquiera de las secuencias (SEQ ID NO: 16 a 21, 64) o sus variantes que tienen una identidad
de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de
al menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas, o sus fragmentos, que comprenden al menos
10 bases, o0 al menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al
menos aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases,
preferentemente en el que dicha referencia a las bases indica bases consecutivas de las secuencias o variantes
respectivas:

CUCUCACCGGGCCUAGACCUAGAAG (SEQ ID NO: 16);

UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCA (SEQ ID NO: 17);

ACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAG (SEQ ID NO: 18);

CGGGGUGCGCACUGCGCGCAGGUCU (SEQ ID NO: 19);

UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAG (SEQ ID NO: 20);

ACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAGCGGGC (SEQ ID NO: 21);

ACCCGACCCCGUCCCAACCCCGCGU (SEQ ID NO: 64).
(ix) El agente antisentido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i), (ii), (iv) o (ix) anteriores, en el que el
elemento de secuencia necesario para la poliadenilacién del pre-ARNm de DUX4 o de DUX4c es una sefial de
poliadenilacion del pre-ARNm de DUX4 o de DUX4c.
(x) El agente antisentido para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i), (ii) o (iv) o (ix) anteriores
configurado para unirse a al menos aproximadamente 10 bases, preferentemente a al menos aproximadamente
15 bases, mas preferentemente a al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente a al
menos aproximadamente 25 bases o a al menos aproximadamente 30 bases, tal como entre aproximadamente
10 y aproximadamente 40 bases o entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30 bases, preferentemente en
el que dicha referencia a las bases indica bases consecutivas, de la siguiente secuencia de pre-ARNm de DUX4
0 DUX4c (SEQ ID NO: 67) o de sus variantes que tienen una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente

95 % con dicha secuencia:

acatctcctggatgattagttcagagatatattaaaatgccccctcectgtggatcctatagaaga (SEQ ID NO: 67)
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(ix) El agente antisentido para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i), (ii) o (iv), (ix) o (x)
anteriores que comprende una secuencia complementaria a la siguiente secuencia de pre-ARNm de DUX4 (SEQ
ID NO: 69) o a sus variantes que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y
preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos de aproximadamente 95 % con dicha
secuencia o con sus fragmentos que comprende al menos 10 bases, o al menos 12 bases, preferentemente al
menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas
preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente en el que dicha referencia a las bases
indica bases consecutivas de dichas secuencias o variantes:

agttcagagatatattaaaatgccc (SEQ ID NO: 69).

(xii) El agente antisentido para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (i), (i) o (iv) o (ix) a (xi)
anteriores que comprende la secuencia (SEQ ID NO: 65) o sus variantes que tiene una identidad de secuencia
de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos
aproximadamente 95 % con dicha secuencia o con sus fragmentos, que comprende al menos 10 bases, o al
menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases,
preferentemente en el que dicha referencia a las bases indica bases consecutivas de dicha secuencia o
variantes:

GGGCAUUUUAAUAUAUCUCUGAACU (SEQ ID NO: 65).

(xiii) Un acido nucleico que codifica uno cualquiera o mas agentes antisentido como se define en uno cualquiera
de los puntos (i) a (xii) anteriores, 0 una construccion o vector de acido nucleico recombinante, preferentemente
una construccion o vector de expresion, que comprende un acido nucleico que codifica uno cualquiera 0 mas
agentes antisentido como se define en uno cualquiera de los puntos (i) a (xii) anteriores, para su uso como un
medicamento.

(xiv) Una célula hospedadora que comprende uno cualquiera o mas agentes antisentido como se define en uno
cualquiera de los puntos (i) a (xii) anteriores o el acido nucleico como se define en el punto (xiii) anterior o la
construccion o el vector como se define en el punto (xiii) anterior para su uso como un medicamento.

(xv) Un organismo hospedador no humano que comprende uno cualquiera 0 mas agentes antisentido como se
define en uno cualquiera de los puntos (i) a (xii) anteriores o el acido nucleico como se define en el punto (xiii)
anterior o la construccion o el vector como se define en el punto (xiii) anterior o la célula hospedadora como se
define en el punto (xiv) anterior.

(xvi) Una composicion o formulacion que comprende uno cualquiera o mas agentes antisentido como se define
en uno cualquiera de los puntos (i) a (xii) anteriores o el acido nucleico como se define en el punto (xiii) anterior
0 la construccion o el vector como se define en el punto (xiii) anterior o la célula hospedadora como se define en
el punto (xiv) anterior, preferentemente en el que la composicién o formulacién es una composicion farmacéutica
que comprende adicionalmente uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, para su uso como un
medicamento.

(xvii) Una composicion o formulaciéon farmacéutica que comprende uno cualquiera o mas agentes antisentido
como se define en uno cualquiera de los puntos (i) a (xii) anteriores o el acido nucleico como se define en el
punto (xiii) anterior o la construccién o el vector como se define en el punto (xiii) anterior o la célula hospedadora
como se define en el punto (xiv) anterior, y que adicionalmente comprende uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

(xviii) Un kit de componentes que comprende la composicidon o formulaciéon farmacéutica como se define en el
punto (xvii) anterior.

(xix) Uno cualquiera o mas agentes antisentido como se define en uno cualquiera de los puntos (i) a (xii)
anteriores o el acido nucleico como se define en el punto (xiii) anterior o la construccion o el vector como se
define en el puto (xiii) anterior o la célula hospedadora como se define en el punto (xiv) anterior, o la composicién
o formulacién como se define en el punto (xvi) anterior para su uso en el tratamiento de distrofia muscular
facioescapulohumeral (FSHD) o para su uso en el tratamiento de un sarcoma que comprende la expresion de
una proteina de fusién entre DUX4 o DUX4c y otra proteina no relacionada.

(xx) Uno cualquiera o mas agentes antisentido como se define en uno cualquiera de los puntos (i) a (xii)
anteriores o el acido nucleico como se define en el punto (xiii) anterior o la construccion o el vector como se
define en el punto (xiii) anterior o la célula hospedadora como se define en el punto (xiv) anterior, o la
composicion o formulacion como se define en el punto (xvi) anterior para su uso en el tratamiento de acuerdo con
el punto (xix), en el que el sarcoma se selecciona de la familia de tumores de Ewing, sarcomas infantiles de
tejidos blandos indiferenciados y rabdomiosarcomas.
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Por tanto, la materia objeto proporcionada por la invencion pertenece especificamente a la divulgacion, descripcion y
explicacién de la presente memoria descriptiva.

Los autores de la invencion supusieron que la regulacion negativa de la expresion de la doble homeocaja 4 y/o de la
doble homeocaja 4c podia contrarrestar sus efectos patoldégicos y permitir que se produjese la regeneracion
muscular en pacientes con FSHD. Los autores de la invencién supusieron adicionalmente que la regulacion negativa
de la expresion de la doble homeocaja 4 y/o de la doble homeocaja 4c podia contrarrestar la actividad
transcripcional potenciada de las proteinas de fusion que contuviesen DUX4, que se observan determinados
tumores, particularmente en determinados tipos de sarcomas, y por lo tanto tener un beneficio terapéutico, por
ejemplo, retrasar la formacion y/o progresién de dichos tumores.

Habiendo realizado exhaustivos ensayos los autores de la invencion se percataron de que los agentes antisentido
que se dirigen a elementos secuencia implicados en el corte y empalme de transcritos de DUX4 o DUX4c podian
reducir o anular la produccién de las proteinas respectivas. Este hallazgo es inesperado, ya que los agentes
antisentido que se dirigen a elementos de secuencia necesarios para el corte y empalme se contemplaron
previamente para la omision de exones terapéuticos para restablecer, al menos parcialmente, la funcionalidad de
proteinas defectuosas, tal como, por ejemplo, retirar mutaciones sin sentido o reestablecer la fase de lectura
alterada por deleciones o duplicaciones gendmicas en el gen de la distrofina en la distrofia muscular de Duchenne
(DMD) Wilton et al. 2007 (Mol Ther 15(7): 1288-96); Adams et al. 2007 (BMC Mol Biol 8: 57)). Ademas, los intrones
del transcrito de DUX4 se localizan en su region no traducida 3' (UTR 3’), que es inusual, y por lo tanto no se
esperaba que la interferencia con el corte y empalme alterarse la secuencia codificante de DUX4 o la produccion de
la proteina DUX4.

Los autores de la invencién también se percataron de que los agentes antisentido que se dirigen a elementos de
secuencia implicados en la poliadenilacién de transcritos de DUX4 o DUX4c pueden reducir o anular la produccion
de las proteinas respectivas.

Por tanto, la memoria descriptiva describe en lineas generales un agente antisentido capaz de reducir o anular la
produccion de las proteinas DUX4 o DUX4c. Un agente antisentido como el indicado en el presente documento
puede ser capaz de unirse a (aparearse con) genes DUX4 o DUX4c. En particular, dicho agente antisentido puede
ser capaz de unirse a (aparearse con) una region de secuencia en la secuencia (pre-ARNm) de DUX4 o DUX4c.

La doble homeocaja 4 emerge como particularmente implicada en la etiologia de la distrofia muscular
facioescapulohumeral (FSHD). Por tanto, en el presente documento se desvela preferentemente: un agente
antisentido capaz de reducir o anular la produccion de la proteina DUX4; un agente antisentido capaz de unirse a un
gen DUX4; un agente antisentido capaz de unirse a una region de la secuencia en la secuencia (pre-ARNm) de
DUX4.

En el presente documento también se desvela preferentemente: un agente antisentido capaz de reducir o anular la
produccién de la proteina DUX4 pero no la de la proteina DUX4c; un agente antisentido capaz de unirse al gen
DUX4 pero no al gen DUX4c; un agente antisentido capaz de unirse a una region de la secuencia en la secuencia
(pre-ARNm) de DUX4 pero no a una region de la secuencia en la secuencia (pre-ARNm) de DUX4c.

En una alternativa, en el presente documento se desvela: un agente antisentido capaz de reducir o anular la
produccion de la proteina DUX4c pero no la de la proteina DUX4; un agente antisentido capaz de unirse al gen
DUX4c pero no al gen DUX4; un agente antisentido capaz de unirse a una regién de la secuencia en la secuencia
(pre-ARNmM) de DUX4c pero no a una region de la secuencia en la secuencia (pre-ARNm) de DUX4.

La memoria descriptiva describe preferentemente un agente antisentido capaz de unirse a un elemento de
secuencia necesario para el corte y empalme de genes de la doble homeocaja 4 (DUX4) o de la doble homeocaja 4c
(DUX4c) (como se explica en cualquier parte en esta memoria descriptiva, una mencion del corte y empalme o del
corte y empalme de un gen generalmente se refiere al corte y empalme de un pre-ARNm de un gen para retirar una
0 mas secuencias intervinientes). El agente antisentido puede reducir o anular la produccion de las proteinas DUX4
o DUX4c respectivas. Por ejemplo, y sin ligarse a ninguna teoria, dichos agentes antisentido podrian interferir con el
corte y empalme de los genes (pre-ARNm) DUX4 o DUX4c o podrian actuar a través de otro mecanismo.

La doble homeocaja 4 emerge como particularmente implicada en la etiologia de la distrofia muscular
facioescapulohumeral (FSHD). Por tanto, en el presente documento se desvela preferentemente un agente
antisentido capaz de unirse a un elemento de secuencia necesario para el corte y empalme del gen de la doble
homeocaja 4 (DUX4). El agente antisentido puede reducir o anular la producciéon de la proteina DUX4.

En el presente documento también se desvela preferentemente un agente antisentido capaz de unirse a un
elemento de secuencia necesario para el corte y empalme del gen DUX4 pero no para el del gen DUX4c. El agente
antisentido puede reducir o anular la produccion de la proteina DUX4 pero no reducir o anular la produccién de la
proteina DUX4c. En una alternativa, se desvela un agente antisentido capaz de unirse a un elemento de secuencia
necesario para corte y empalme del gen DUX4c pero no para el del gen DUXA4. El agente antisentido puede reducir o
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anular la produccion de la proteina DUX4c pero no reducir o anular la produccion de la proteina DUX4.

Los elementos de secuencia necesarios para el corte y empalme de los genes DUX4 o DUX4c como los propuestos
particularmente en el presente documento, indican elementos de secuencias en cis, es decir, los localizados dentro
de dichos genes DUX4 o DUX4c, respectivamente.

Los elementos de secuencia que van a ser dirigidos por (es decir, seleccionados para unirse mediante) los agentes
antisentido como se desvela en el presente documento pueden seleccionarse preferentemente del grupo que
comprende o consta de sitios donantes de corte y empalme (es decir, sitios de corte y empalme 5’), sitios aceptores
de corte y empalme (es decir, sitios de corte y empalme 3’), segmentos ricos en pirimidina o polipirimidina aguas
arriba de (es decir, con respecto a 5’) sitios aceptores de corte y empalme, limites de exdn-intrén, limites de intron-
exon, sitios ramificados y elementos potenciadores de corte y empalme exoénico de los genes DUX4 o DUX4c. Los
sitios donantes de corte y empalme y los sitios aceptores de corte y empalme, limites de exén-intrén y limites de
intron-exén son de facil acceso para el direccionamiento y pueden por tanto constituir elementos de secuencia
preferidos como se pretende en el presente documento. Adicionalmente, los agentes antisentido particularmente
efectivos como se describe en el presente documento, incluyen los que son capaces de unirse a sitios aceptores de
corte y empalme o a limites de intrén-exén de los genes DUX4 o DUX4c.

En el presente documento se desvelan agentes antisentido que pueden unirse preferentemente a un elemento de
secuencia completo necesario para el corte y empalme de DUX4 o DUX4c (es decir, pueden solaparse por completo
con o emparejarse por completo con dicho elemento de secuencia). Como alternativa, los agentes antisentido como
se desvela en el presente documento pueden unirse a una o0 mas porciones de un elemento de secuencia necesario
para el corte y empalme de DUX4 o DUX4c (por ejemplo, pueden solaparse parcialmente con o emparejarse
parcialmente con dicho elemento de secuencia).

La referencia a “unién a un elemento de secuencia necesario para el corte y empalme” también incluye agentes
antisentido que se unen en una posicion suficientemente cercana a dicho elemento. Por ejemplo, los agentes
antisentido pueden unirse en una posicién suficientemente cercana a dicho elemento para alterar la union y funcién
de la maquinaria de corte y empalme que normalmente podria actuar como mediadora para que se produzca una
reaccion de corte y empalme particular en ese elemento (por ejemplo, dichos agentes pueden unirse a un pre-ARNm
en una posicién que incluye aproximadamente 3, aproximadamente 6 o aproximadamente 9 bases, de dicho
elemento).

La memoria descriptiva también describe preferentemente un agente antisentido capaz de unirse a un elemento de
secuencia necesario para la poliadenilacion de los genes DUX4 o DUX4c (como se explica en cualquier parte de
esta memoria descriptiva, una mencion de poliadenilacién o poliadenilacién de un gen generalmente se refiere a
poliadenilacién de un pre-ARNm de un gen). El agente antisentido puede reducir o anular la produccién de las
proteinas DUX4 o DUX4c. Por ejemplo, y sin querer ligarse a ninguna teoria, dichos agentes antisentido podrian
interferir con la poladenilacion de los genes (pre-ARNm) DUX4 o DUX4c o podrian actuar a través de otro
mecanismo.

La doble homeocaja 4 emerge como particularmente implicada en la etiologia de FSHD. Preferentemente, en el
presente documento se desvela por tanto un agente antisentido capaz de unirse a un elemento de secuencia
necesario para la poliadenilacién del gen DUX4. El agente antisentido puede reducir o anular la produccién de la
proteina DUX4.

En el presente documento también se desvela preferentemente un agente antisentido capaz de unirse a un
elemento de secuencia necesario para la poliadenilacion del gen DUX4 pero no para la del gen DUX4c. El agente
antisentido puede reducir o anular la produccion de la proteina DUX4 pero no reducir o anular la produccion de la
proteina DUX4c. En una alternativa, se desvela un agente antisentido capaz de unirse a un elemento de secuencia
necesario para la poliadenilacion del gen DUX4c pero no para la gen DUX4. El agente antisentido puede reducir o
anular la produccion de la proteina DUX4c pero no puede reducir o anular la produccion de la proteina DUX4.

En el presente documento también se desvela preferentemente un agente antisentido capaz de unirse a un
elemento de secuencia necesario para la poliadenilacion del gen DUX4 pero no capaz de unirse al gen DUX4c. El
agente antisentido puede reducir o anular una reproduccién de la proteina DUX4 pero no reducir o anular la
producciéon de la proteina DUX4c. En una alternativa, se desvela un agente antisentido capaz de unirse a un
elemento de secuencia necesario para la poliadenilacion del gen DUX4c pero no capaz de unirse al elemento de
secuencia del gen DUX4. El agente antisentido puede reducir o anular la produccién de la proteina DUX4c pero no
puede reducir o anular la produccién de la proteina DUX4.

Los elementos de secuencia necesarios para la poliadenilacién de los genes DUX4 o DUX4c, como se pretende
particularmente en el presente documento, representan elementos de secuencia en cis, es decir, los localizados
dentro de dichos genes DUX4 o DUXA4c, respectivamente.
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Los elementos de secuencia que va a ser dirigidos por (es decir, seleccionarse para unirse mediante) agentes
antisentido capaces de unirse a un elemento de secuencia necesario para la poliadenilacion de los genes DUX4 o
DUX4c, pueden ser preferentemente sefiales de poliadenilacion (tal como mas preferentemente la sefial de
poliadenilacion ATTAAA) de los genes DUX4 o0 DUX4c.

Los agentes antisentido capaces de unirse a un elemento de secuencia necesario para la poliadenilacién de los
genes DUX4 o DUX4c pueden preferentemente unirse a un elemento de secuencia necesario para la poliadenilacién
de DUX4 o DUX4c (es decir, pueden solapar completamente con o emparejarse completamente con dicho elemento
de secuencia). Como alternativa, los agentes antisentido capaces de unirse a un elemento de secuencia necesarios
para la poliadenilacion de los genes DUX4 o DUX4c pueden unirse a una 0 mas porciones de un elemento de
secuencia necesario para la poliadenilacion de DUX4 o DUX4c (por ejemplo, pueden solapar parcialmente con o
emparejarse parcialmente con dicho elemento de secuencia).

La referencia a “unién a un elemento de secuencia necesario para la poliadenilacion” también incluye agentes
antisentido que se unen en una posicion suficientemente cercana a dicho elemento (por ejemplo, dichos agentes
pueden unirse a un pre-ARNm en una posicion que incluye aproximadamente 3, aproximadamente 6, o
aproximadamente 9 bases de dicho elemento).

Los agentes antisentido, como se pretende en el presente documento, comprenden o representan, preferentemente,
moléculas antisentido tales como preferentemente moléculas de acido nucleico antisentido o moléculas analogas de
acido nucleico antisentido. Preferentemente, los agentes antisentido pueden referirse a oligonucledtidos antisentido
0 a analogos de oligonucleétidos antisentido. Como un ejemplo y sin limitacién, dichos agentes o moléculas
antisentido pueden tener una longitud de entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 nucleétidos o analogos
de nucléotidos, preferentemente una longitud entre aproximadamente 12 y aproximadamente 80 nucle6tidos o
analogos de nucledtidos, también preferentemente una longitud entre aproximadamente 15 y aproximadamente 50
nucleétidos o analogos de nucledtidos, mas preferentemente una longitud entre aproximadamente 20 y
aproximadamente 40 (tal como, por ejemplo, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30) nucleétidos o
analogos de nucleétidos.

En el presente documento se desvelan preferentemente agentes antisentido que incluyen moléculas analogas de
acido nucleico antisentido, tal como, por ejemplo, analogos de oligonuclettidos antisentido, mas preferentemente
analogos de oligonucledtidos antisentido que comprenden un esqueleto de 2'-O-metil fosforotioato o mas
preferentemente analogos de oligonucleétido antisentido que comprenden un esqueleto de morfolino
fosforodiamidato, como se ilustra esquematicamente en las Figuras 24 y 25, respectivamente. Los oligdmeros de
morfolino fosforodiamidato modificadores de corte y empalme se han empleado satisfactoriamente para restablecer
la expresién de la distrofina en la DMD, validando de este modo su quimica oligonucleotidica (Kinali et al. 2009
(Lancet Neurol 8: 918-28)).

Ventajosamente, un agente antisentido como se desvela en el presente documento puede conjugarse con un
péptido penetrador de células (PPC) para potenciar la captacion celular de dichos agentes antisentido.

Adicionalmente mediante un ejemplo y sin limitacién, dichos agentes o moléculas antisentido pueden configurarse
para unirse con (emparejarse con) una region de secuencia, mas particularmente una regién en la secuencia (pre-
ARNmM) de DUX4 o DUX4c, donde dicha region tiene una longitud de al menos aproximadamente 10 nucleétidos,
preferentemente al menos una longitud de 12 nucle6tidos, también preferentemente de al menos aproximadamente
15 nucledtidos, mas preferentemente de al menos aproximadamente 20 nucleétidos, incluso mas preferentemente
de al menos aproximadamente 25 o de al menos aproximadamente 30 nucleétidos, tal como, por ejemplo, una
longitud entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 nucleétidos, preferentemente entre aproximadamente
12 y aproximadamente 80 nucleétidos, también preferentemente entre aproximadamente 15 y aproximadamente 50
nucleétidos y mas preferentemente entre aproximadamente 20 y aproximadamente 40 (tal como, por ejemplo, entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 30) nucleétidos, donde la referencia a nucleétidos puede representar
preferentemente nucleétidos consecutivos.

Un gen DUX4 preferentemente destinado para dirigirse por los agentes antisentido como se desvela en el presente
documento reside en la unidad D4Z4 mas distal que se extiende en la regién flanqueante pLAM del lado telomérico
de la matriz D4Z4. Dicho gen DUX4 conduce la produccién de uno o mas ARNm comparativamente estables (Dixi et
al. 2007, citado anteriormente). Como se ilustra esquematicamente en la Figura 2, en lo que se refiere a una
secuencia genémica ejemplar pero no limitante, como se muestra en la Figura 3, dicho gen DUX4 comprende dos
intrones que se localizan en su UTR 3’, particularmente el intron 1 (o intrén A) dentro de la unidad D4Z4 y el intrén 2
(o intron A) proporcionado por la region pLAM. Dicho gen DUX4 comprende adicionalmente una sefial de
poliadenilacion ATTAAA localizada dentro de la region pLAM.

Un gen DUX4, como se pretende en el presente documento, que también puede representar una unidad de
transcripcion de DUX4 que abarca varias unidades D4Z4, puede presentar corte y empalme alternativo y puede
comprender la region pLAM, en particular, como desvelan Snider et al. 2009, citado anteriormente. Como se ilustra
esquematicamente en las Figuras 26 y 28, dichos transcritos de DUX4 pueden comprender el intrén 1, el intrén 1 bis
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o el intr6n 2a en la unidad D4Z4, el intron 2 proporcionado por la region pLAM o el intron 2a bis proporcionado por la
unidad D4Z4 y la region pLAM. Dicho transcrito de DUX4 comprende adicionalmente una sefial de poliadenilacion
ATTAAA localizada dentro de la regiéon pLAM.

Por tanto, los elementos de secuencia que van dirigir los agentes antisentido anti-DUX4 como se desvela en el
presente documento, particularmente los elementos de secuencia necesarios para el corte y empalme del gen DUX4
que van a dirigir los agentes antisentido anti-DUX4 capaces de unirse a dichos elementos, incluyen preferentemente
aquellos elementos de secuencia (tales como, por ejemplo, sitios donantes de corte y empalme, sitios aceptores de
corte y empalme, limites de exdn-intrén, limites de intron-exén, segmentos ricos en pirimidina o polipirimidina, sitios
ramificados y/o elementos potenciadores de corte y empalme exénico) necesarios para la retirada de dicho intrén 1,
intrén 1 bis, intrén 2, intrén 2a o intron 2a bis (preferentemente del intron 1 o0 2) de DUX4 después del corte y
empalme de un gen DUX4. Preferentemente, los elementos de secuencia de DUX4 dirigidos pueden seleccionarse
del grupo que comprende o que consta de sitios donantes de corte y empalme de dicho intrén 1, intrén 1 bis, intrén
2, intrén 2a o intrén 2a bis (preferentemente del intrén 1 o 2) de DUX4 y sitios aceptores de corte y empalme de
dicho intrén 1, intrén 1 bis, intron 2, intrén 2a o intron 2a bis (preferentemente del intrén 1 o 2) de DUX4; mas
preferentemente del grupo que comprende o que consta de sitios aceptores de corte y empalme de dicho intrén 1,
intron 1 bis, intrén 2, intron 2a o intron 2a bis (preferentemente del intron 1 o 2) de DUX4; incluso mas
preferentemente puede ser el sitio aceptor de corte y empalme de dicho intrén 2 de DUX4.

Los elementos de secuencia que van a dirigir los agentes antisentido anti-DUX4 como se desvela en el presente
documento, particularmente los elementos de secuencia necesarios para la poliadenilacion del gen DUX4 y que van
a dirigir los agentes antisentido anti-DUX4 capaces de unirse a dichos elementos, incluyen preferentemente la sefial
de poliadenilacion ATTAAA.

Como se muestra en una secuencia genomica ejemplar, pero no limitante, del gen DUX4c (nimero de registro de
Genbank AY500824, version de secuencia 1, es decir, AY500824.1), la ORF que codifica la proteina DUX4c se
encontré en las posiciones 918-2042 de AY500824.1 y no esta alterada por intrones. Sin embargo, una secuencia
gendmica ejemplar, pero no limitante, mas larga del gen DUX4c (nimero de registro de Genbank NC_000004,
version de secuencia 11, es decir, NC_000004.11, intervalo 190940254..190945505 complemento) indica que la
ORF de DUX4c puede incluirse dentro de un transcrito de DUX4c mas largo que contiene seis supuestos exones
(indicados como exones 1 a 6) en posiciones respectivamente 1-65, 617-741, 966-1160, 1385-2945, 4034-4154 y
4911-5251 de NC_000004.11 (intervalo 190940254..190945505, complemento) (en el que el supuesto exén 4
contiene la ORF de DUX4c) y que corresponde a cinco supuestos intrones (indicados como intrones 1 a 5) en las
posiciones 66-616, 742-965, 1161-1384, 2946-4033 y 4155-4910 de NC_000004.11 (intervalo
190940254..190945505, complemento).

Por tanto, los elementos de secuencia que van a dirigir los agentes antisentido anti-DUX4c como se desvela en el
presente documento, particularmente elementos de secuencia necesarios para el corte y empalme del gen DUX4c a
dirigir por los agentes antisentido anti-DUX4c capaces de unirse a dichos elementos, incluyen preferentemente
aquellos elementos de secuencia (tales como, por ejemplo, sitios donantes de corte y empalme, sitios aceptores de
corte y empalme, limites exon-intron, limites intrén-exén, segmentos ricos en pirimidina o polipirimidina, sitios
ramificados y/o elementos potenciadores de corte y empalme exénico) necesarios para la retirada de dichos intrones
de DUX4c, por ejemplo, intrones 1, 2, 3, 4 o 5 de DUX4c después del corte y empalme de dicho DUX4c.
Preferentemente, los elementos de secuencia de DUX4c dirigidos pueden seleccionarse del grupo que comprende o
consta de sitios donantes de corte y empalme de dichos intrones 1, 2, 3, 4 0 5 de DUX4c y sitios aceptores de corte
y empalme de dichos intrones 1, 2, 3, 0 5 de DUX4c; mas preferentemente del grupo que comprende o consta de
sitios aceptores de corte y empalme de dichos intrones 1, 2, 3, 4 0 5 de DUX4c

Sin limitacién, cuando un elemento de secuencia diana es un sitio donante de corte y empalme en genes DUX4 o
DUX4c, un agente antisentido como se desvela en el presente documento puede configurarse para unirse a una
region en la secuencia de DUX4 o DUX4c correspondiente a las posiciones de aproximadamente +30 a
aproximadamente -30, preferentemente de aproximadamente +25 a aproximadamente -25, mas preferentemente de
aproximadamente +20 a aproximadamente -20 con respecto al limite exdn-intrén respectivo (es decir, la posicion +1
indica la ultima base del exdn precedente y la posicion -1 indica la primera base del siguiente intrén). En particular,
un agente antisentido puede configurarse para unirse con (emparejarse con) al menos aproximadamente 10 bases,
preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos aproximadamente 20 bases,
incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases o al menos aproximadamente 30 bases, tal
como entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 bases o entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30
bases en una cualquiera de las regiones anteriormente citadas en la secuencia de DUX4 o DUX4c, en el que dicha
referencia a las bases puede representar preferentemente bases consecutivas. Preferentemente, dicha union
(emparejamiento) implicara al menos las posiciones -1 o -2 (mas preferentemente ambas posiciones -1 y -2) y/o las
posiciones +1 o +2 (mas preferentemente ambas posiciones +1 y +2) con respecto al limite exon-intron respectivo.
Por ejemplo, dicha unién (emparejamiento) puede implicar al menos las posiciones +1a-l1o+la-20+2a-10+2a
-2. Estas posiciones representan bases que estan unen el limite exén-intron respectivo y que son particularmente
relevantes para el corte y empalme. Por tanto, y sin limitacion, un agente antisentido puede configurarse para unirse
a una cualquiera de las regiones citadas anteriormente en la secuencia de DUX4 o DUX4c de tal modo que se
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empareja sobre (es decir, abarca o atraviesa) el limite exén-intrén respectivo y forma pares de bases con al menos 1
base, preferentemente con al menos 2 bases, mas preferentemente con al menos 5 bases e incluso mas
preferentemente con al menos 7 o al menos 10 bases en cada lado de dicho limite exén-intrén, tal como con entre 1
y aproximadamente 20 bases, preferentemente entre 2 y aproximadamente 15 bases o entre 2 y aproximadamente
10 bases en cada lado de dicho limite exdn-intrén.

Sin limitacién, cuando un elemento secuencia diana es un sitio aceptor de corte y empalme en los genes DUX4 o
DUX4c, un agente antisentido, como se desvela en el presente documento, puede configurarse para unirse a una
region en la secuencia de DUX4 o DUX4c correspondiente a las posiciones de aproximadamente -30 a
aproximadamente +30, preferentemente de aproximadamente -25 a aproximadamente +25, mas preferentemente
aproximadamente -20 a aproximadamente +20 con respecto al limite intrén-exon respectivo (es decir, la posicion -1
indica la Ultima base del intrén precedente y la posicion +1 indica la primera base del siguiente intrén). En particular,
un agente antisentido puede configurarse para unirse a (emparejare con) al menos aproximadamente 10 bases,
preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos aproximadamente 20 bases,
incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases o al menos aproximadamente 30 bases, tal
como entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 bases o entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30
bases, en una cualquiera de las regiones citadas anteriores en la secuencia de DUX4 o DUX4c, en el que dicha
referencia a bases puede representar preferentemente bases consecutivas. Preferentemente, dicha unidn
(emparejamiento) implicara al menos las posiciones -1 o0 -2 (mas preferentemente ambas posiciones -1 y -2) y/o las
posiciones +1 o +2 (mas preferentemente ambas posiciones +1 y +2) con respecto al limite intrén-exon respectivo.
Por ejemplo, dicha unién (emparejamiento) puede implicar al menos las posiciones-la+lo-l1a+20-2a+lo-2a
+2. Estas posiciones representan bases que unen el limite intron-exdn respectivo y que son particularmente
relevantes para el corte y empalme. Por tanto, y sin limitacién, un agente antisentido puede configurarse para unirse
a una cualquiera de las regiones anteriormente citadas en la secuencia de DUX4 o DUX4c de tal manera que se
empareja sobre (es decir, abarca o cruza) el limite intron-exén respectivo y forma pares de bases con al menos 1
base, preferentemente al menos 2 bases, mas preferentemente al menos 5 bases e incluso mas preferentemente al
menos 7 0 al menos 10 bases en cada lado de dicho limite intron-exén, tal como con entre 1 y aproximadamente 20
bases, preferentemente entre 2 y aproximadamente 15 bases o entre 2 y aproximadamente 10 bases en cada lado
de dicho limite intron-exén.

En un ejemplo, un agente antisentido anti-DUX4 puede configurarse para unirse a (emparejarse con) al menos
aproximadamente 10 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases o al menos
aproximadamente 30 bases, tal como entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 bases o entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 30 bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases representa
bases consecutivas de una cualquiera de las siguientes secuencias de DUX4 (SEQ ID NO: 2 a 9) o de sus variantes
que tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos
aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas:

ggctctgctggaggagctttaggacgeggg| gttgggnegggatcgggtggttcggggeag (SEQ ID NO: 2; posiciones +30 a -30 de un
limite ex6n 1 — intrén 1 de DUX4 ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

gaggagctttaggacgcggg| gttgggacggggtcgggtgg (SEQ ID NO: 3; posiciones +20 a -20 de un limite exén 1 — intron
1 de DUX4 ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

gctgaccggcectgggattectgecttctag| gtctaggeccggtgagagactccacaccge (SEQ ID NO: 4; posiciones -30 a +30 de un
limite intrén 1 — exén 2 de DUX4 ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

ctgggattcctgecttctag | gtctaggeccggtgagagac (SEQ ID NO: 5; posiciones -20 a +20 de un limite intron 1 — exén 2
de DUX4 ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

ggcatcccggggatcccagagecggceccag|gtacctgecgecacgegegggtttgecgggeag (SEQ ID NO: 6; posiciones +30 a -30 de un
limite exdn 2 — intrén 2 de DUX4 ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

ggatcccagagccggceccag|gtacctgcgcacgegegggt (SEQ ID NO: 7; posiciones +20 a -20 de un limite exdn 2 — intrén
2 de DUX4 ejemplar; la secuencia intronica se indica en cursiva);

tetgtetgtetttgccegcettcetggcetaglacctgecgegecagtgegeaccecggcetgacg (SEQ ID NO: 8; posiciones -30 a +30 de un limite
intron 2 — exén 3 de DUX4 ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva).

tttgccegcettectggetag |acctgegegeagtgegeace (SEQ ID NO: 9; posiciones -20 a +20 de un limite intron 2 — exén 3
de DUX4 ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva).

Preferentemente, el agente antisentido anti-DUX4 puede emparejarse sobre (es decir, abarcar o atravesar) los

limites exdn-intrén o intrén-exon respectivos encontrados en la SEQ ID NO: 2 a 9 o en sus variantes (indicado con el
simbolo “|" anterior). También preferentemente, el agente antisentido anti-DUX4 puede emparejarse con al menos
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una y preferentemente con las dos bases intronicas (indicadas anteriormente en cursiva y negrita) adyacentes a los
limites exdn-intron o intrén-exdn respectivos y/o (preferentemente “y”) con al menos una y preferentemente ambas
de las dos bases exodnicas (subrayadas anteriormente) adyacentes a los limites exdn-intrébn o intron-exdn
respectivos.

En ejemplos no limitantes, un agente antisentido anti-DUX4 eficaz puede configurarse para unirse a (emparejarse
con) una cualquiera de las siguientes secuencias de DUX4 (SEQ ID NO: 10 a 15, 66) o sus variantes, que tienen
una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 %, y preferentemente de al menos aproximadamente
90 % o de al menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas, o con sus fragmentos que comprenden
al menos 10 bases, o al menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas
preferentemente al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25
bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas de las secuencias o
variantes respectivas. Mas especificamente, dicho agente antisentido anti-DUX4 puede comprender, constar
esencialmente de o contar de una secuencia (por ejemplo, una secuencia de acido nucleico o una secuencia
analoga de acido nucleico) complementaria a una cualquiera de dichas secuencias de DUX4 SEQ ID NO: 10 a 15,
66 0 sus variantes, que tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 %, y preferentemente
de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas, o con
sus fragmentos que comprenden al menos 10 bases, o al menos 12 bases, preferentemente al menos
aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas
preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases
representa bases consecutivas de las secuencias o variantes respectivas:

cttctaggtctaggcccggtgagag (SEQ ID NO: 10; posiciones -7 a +18 de un limite intron 1 — exén 2 de DUX4
ejemplar; posiciones 12241-12265 de la secuencia de Genbank AF117653.2 (véase la Figura 3); la secuencia
intrénica se indica en cursiva);

tggctagacctgcgegecagtgegea (SEQ ID NO: 11; posiciones -7 a +18 de un limite intrén 2 — ex6n 3 de DUX4
ejemplar; posiciones 12678-12702 de AF117653.2; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

cttcctggctagacctgegegeagt (SEQ ID NO: 12; posiciones -12 a +13 de un limite intrén 2 — ex6n 3 de DUX4
ejemplar; posiciones 12673-12697 de AF117653.2; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

agacctgcgcgcagtgcgcaccccg (SEQ ID NO: 13; posiciones -2 a +23 de un limite intrén 2 — ex6n 3 de DUX4
ejemplar; posiciones 12685-12703 de AF117653.2; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

cttcetggctagacctgegegeagtgegea (SEQ ID NO: 14; posiciones -12 a +18 de un limite intron 2 — exén 3 de DUX4
ejemplar; posiciones 12673-12702 de AF117653.2; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

gcccgcttectggetagacctgegegeagt (SEQ ID NO: 15; posiciones -17 a +13 de un limite intrén 2 — exén 3 de DUX4
ejemplar; posiciones 12668-12697 de AF117653.2; la secuencia intrénica se indica en cursiva).

acgcggggttgggacggggtcgggt (SEQ ID NO: 66; posiciones +7 a -18 de un limite exén 1 — intron 1 de DUX4
ejemplar; posiciones 12105-12129 de AF117653.2; la secuencia intrénica se indica en cursiva).

Por ejemplo, en el presente documento se desvelan agentes antisentido anti-DUX4 que comprenden, constan
esencialmente de o constan de una cualquiera de las secuencias (por ejemplo, secuencias de acido nucleico o
secuencias analogas de acido nucleico) SEQ ID NO: 16 a 21, 64 o sus variantes que tienen una identidad de
secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente al menos aproximadamente 90 % o al menos
aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas, o sus fragmentos, que comprenden al menos 10 bases, o al
menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente
en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas, de las secuencias o variantes respectivas:

CUCUCACCGGGCCUAGACCUAGAAG (SEQ ID NO: 16);

UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCA (SEQ ID NO: 17);

ACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAG (SEQ ID NO: 18);

CGGGGUGCGCACUGCGCGCAGGUCU (SEQ ID NO: 19);

UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAG (SEQ ID NO: 20);

ACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAGCGGGC (SEQ ID NO: 21);

ACCCGACCCCGUCCCAACCCCGCGU (SEQ ID NO: 64);
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en las que U representa uracilo (que opcionalmente puede reemplazarse por timina, T). En particular, los agentes
antisentido anti-DUX4 comprenden, constan esencialmente de o constan de una cualquiera de las secuencias SEQ
ID NO: 16 a 21, 64 o las variantes o fragmentos de las mismas presentan complementariedad con, y por tanto estan
configuradas para unirse a (emparejarse con), las secuencias de DUX4 anteriores SEQ ID NO: 10 a 15, 66 o con
sus variantes o fragmentos.

En un ejemplo, un agente antisentido anti-DUX4c puede configurarse para unirse a (emparejarse con) al menos
aproximadamente 10 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases o al menos
aproximadamente 30 bases, de tal manera que entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 bases o entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 30 bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases representa
bases consecutivas, de una cualquiera de las siguientes secuencias de DUX4c (SEQ ID NO: 22 a 41) o de sus
variantes que tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 %, y preferentemente de al
menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas:

acctccccacagceccacagctcttgtcata |gtgcgggaatagtgttctatcactacagga (SEQ ID NO: 22; posiciones +30 a -30 de un
supuesto limite exén 1 - intron 1 de DUX4c ejemplar; posiciones 36-95 de la secuencia GenBank NC_000004.11
intervalo 190940254..190945505, complemento; la secuencia intronica se indica en cursiva);

agcccacagctcttgtcata |gtgcgggaatagtgttctat (SEQ ID NO: 23; posiciones +20 a -20 de dicho limite exén 1 - intrén
1 de DUX4c ejemplar; la secuencia intronica se indica en cursiva);

gcagagaggaaagcggtcttccgectccag |ggccagecgggacctcgeactccgggaaaac (SEQ ID NO: 24; posiciones - 30 a +30 de
un supuesto limite exén 1 - intron 2 de DUX4c ejemplar; posiciones 587-646 de NC_000004.11 intervalo
190940254..190945505, complemento; la secuencia intronica se indica en cursiva);

aagcggtcttccgectccag|ggecagegggacctecgeact (SEQ ID NO: 25; posiciones -20 a +20 de dicho intron 1 — exén 2
de DUX4c ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

gctcaccagccctceggatcgecggeccgg|gtcacttcccggageaattcggacgaa (SEQ ID NO: 26; posiciones +30 a -30 de un
supuesto limite exén 2 - intrén 2 de DUX4c ejemplar; posiciones 712-771 de NC_000004.11 intervalo
190940254..190945505, complemento; la secuencia intronica se indica en cursiva);

cctccggatcgecggeccgg|gtecacttcatcccggagecaa (SEQ ID NO: 27; posiciones +20 a -20 de dicho limite exén 2 -
intron 2 de DUX4c ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

cgggttccacgctccttcgecectetgcaag |gggacctgttgetcgegtgtetccegecee (SEQ ID NO: 28; posiciones -30 a +30 de un
supuesto limite intron 2 — exén 3 de DUX4c ejemplar; posiciones 936-995 de NC_000004.11 intervalo
190940254..190945505, complemento; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

gctccttcgecctctgcaag|ggacctgttgetcgegtgt (SEQ ID NO: 29; posiciones -20 a +20 de dicho limite intrén 2 — exén 3
de DUX4c ejemplar 2; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

ttgcaggaaacaggaatccgtggtcaggcc|gtgatgcacccgacgtttcttttctctgca (SEQ ID NO: 30; posiciones +30 a -30 de un
supuesto limite exén 3 - intrén 3 de DUX4c ejemplar; posiciones 1131-1190 de NC_000004.11 intervalo
190940254..190945505, complemento; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

caggaatccgtggtcaggcc |gtgatgcacccgacgtttct (SEQ ID NO: 31; posiciones +20 a -20 de dicho limite exén 3 - intrén
3 DUX4c ejemplar; la secuencia intronica se indica en cursiva);

agtcaagacagcggcttccagtttccatag | aattactggagaacctcagagagccagecc (SEQ ID NO: 32; posiciones -30 a +30 de un
supuesto limite intron 3 — ex6n 4 de DUX4c ejemplar; posiciones 1355-1414 de NC_000004.11 intervalo
190940254..190945505, complemento; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

gcggcttccagtttccatag|aattactggagaacctcaga (SEQ ID NO: 33; posiciones -20 a +20 de dicho limite intrén 3 - exén
4 de DUX4c ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

gaagaacaccgggctctgctggaggagcadg|gttggageggggttggggeggggatggggge (SEQ ID NO: 34; posiciones +30 a -30 de
un supuesto limite exén 4 - intron 4 de DUX4c ejemplar; posiciones 2916-2975 de NC_000004.11 intervalo
190940254..190945505, complemento; la secuencia intronica se indica en cursiva);

gggctctgctggaggagceaqg|gttggageggggttggggeg (SEQ ID NO: 35; posiciones +20 a -20 de dicho limite exén 4 -
intrén 4 de DUX4c ejemplar; la secuencia intronica se indica en cursiva);

ctggattccacgtttctttgccctctgcag|aggtgcectgttgetcaagtctetgecceeg (SEQ ID NO: 36; posiciones -30 a +30 de un
supuesto limite intrén 4 - exén 5 de DUX4c ejemplar; posiciones 3404-4063 de NC_000004.11 intervalo

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2596 977 T3

190940254..190945505, complemento; la secuencia intronica se indica en cursiva);

cgtttctttgcectctgcag|aggtgectgttgctcaagtec (SEQ ID NO: 37; posiciones -20 a +20 de dicho limite intrén 4 - exén 5
de DUX4c ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

ttccaggaatgcgtggaacaccagcatcgt |gtcggtgctctectttccagtttcaaacag (SEQ ID NO: 38; posiciones +30 a -30 de un
supuesto limite exén 5 - intron 5 de DUX4c ejemplar; posiciones 4125-4184 de NC_000004.11 intervalo
190940254..190945505, complemento; la secuencia intronica se indica en cursiva);

gcgtggaacaccagcatcgt |gtcggtgctetectttccag (SEQ ID NO: 39; posiciones +20 a -20 de dicho limite exon 5 - intron
5 de DUX4c ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

ctgtcctettggtgcetgtgggtectgaaag|ttgtcgagtgegeccgteectgtggtggga (SEQ ID NO: 40; posiciones -30 a +30 de un
supuesto limite intron 5 - ex6n 6 de DUX4c ejemplar; posiciones 4881-4940 de NC_000004.11 intervalo
190940254..190945505, complemento; la secuencia intrénica se indica en cursiva);

ggtgctgtgggtcctgaaag|ttgtcgagtgecgeccgtecee (SEQ ID NO: 41; posiciones -20 a +20 de dicho limite intrén 5 - exdn
6 de DUX4c ejemplar; la secuencia intrénica se indica en cursiva).

Preferentemente, el agente antisentido anti-DUX4c es capaz de emparejarse sobre (es decir, abarcar o atravesar)
los limites exdn-intrén o intrén-exén respectivos encontrados en SEQ ID NO: 22 a 41 o en las variantes de las
mismas (indicado por el simbolo “|"* anterior). También preferentemente, el agente antisentido anti-DUX4c es capaz
de emparejarse con al menos una y preferentemente con las dos bases intrénicas (indicadas anteriormente en
cursiva y negrita) adyacentes a los limites exén-intron o intron-exén respectivos y/o (preferentemente “y”) con al
menos una y preferentemente con las dos bases exdnicas (subrayadas anteriormente) adyacentes a los limites
exon-intrén o intron-exon respectivos.

Sin limitacién, cuando un elemento de secuencia diana es una sefial de poliadenilacion en el gen DUX4 o0 DUX4c, tal
como preferentemente la sefial de poliadenilacion ATTAAA, un agente antisentido como se desvela en el presente
documento puede configurarse para unirse a una region en la secuencia de DUX4 o de DUX4c correspondiente a
las posiciones de aproximadamente -30 a aproximadamente +30, preferentemente de aproximadamente -25 a
aproximadamente +25, mas preferentemente de aproximadamente -20 a aproximadamente +20, con respecto a
dicha sefial de poliadenilacion (es decir, la posicién -1 que indica la ultima base precedente a la sefial de
poliadenilacion y la posicién +1 que indica la primera base a continuacién de la sefial de poliadenilacion). En
particular, dicho agente antisentido puede configurarse para unirse a (emparejarse con) al menos aproximadamente
10 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos aproximadamente
20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases o al menos aproximadamente 30
bases, tal como entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 bases o entre aproximadamente 20 y
aproximadamente 30 bases en una cualquiera de las regiones anteriormente indicadas en la secuencia de DUX4 o
de DUX4c, en el que dicha referencia a las bases puede representar preferentemente bases consecutivas.
Preferentemente, el agente antisentido puede configurarse para unirse de tal manera que se hibride con al menos
una porcién (por ejemplo, =1, > 2, = 3, 2 4, 25 0 = 6 nucleétidos) de la sefial de poliadenilacion o con toda la sefial
de poliadenilacién. Por ejemplo, pero sin limitacion, dicho agente antisentido puede configurarse para hibridarse
sobre (es decir, abarcar o atravesar) la sefial de poliadenilacion y emparejarse con al menos 1 base,
preferentemente con al menos 2 bases, mas preferentemente con al menos 5 bases e incluso mas preferentemente
con al menos 7 o con al menos 10 bases en cada lado de dicha sefial de poliadenilacion, tal como entre 1 y
aproximadamente 20 bases, preferentemente entre 2 y aproximadamente 15 bases o entre 2 y aproximadamente 10
bases en cada lado de dicha sefial de poliadenilacion.

En un ejemplo, un agente antisentido anti-DUX4 puede configurarse para unirse a (emparejarse con) al menos
aproximadamente 10 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases o al menos
aproximadamente 30 bases, tal como entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 bases o entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 30 bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases representa
bases consecutivas de las siguientes secuencias DUX4 (SEQ ID NO: 67 o 68) o de variantes de las mismas que
tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % vy preferentemente al menos
aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas:

acatctcctggatgattagttcagagatatattaaaatgccccctcectgtggatcctatagaaga (SEQ ID NO: 67; posiciones -30 a +30 de
una sefial de poliadenilacion de DUX4 ejemplar; la sefial de poliadenilacion se indica en cursiva);

gatgattagttcagagatatattaaaatgccccctcectgtggatc (SEQ ID NO: 68; posiciones -20 a +20 de una sefial de
poliadenilacion de DUX4 ejemplar; la sefial de poliadenilacion se indica en cursiva);

Preferentemente, el agente antisentido anti-DUX4 puede ser capaz de emparejarse sobre (es decir, abarcar o
atravesar) la sefial de poliadenilacion ATTAAA encontrada en la SEQ ID NO: 67 o 68 o en las variantes de las
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mismas.

En ejemplos no limitantes, un agente antisentido anti-DUX4 eficaz puede configurarse para unirse a (hibridarse con)
la siguiente secuencia de DUX4 (SEQ ID NO: 69) o a variantes de la misma que tienen una identidad de secuencia
de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente al menos aproximadamente 90% o al menos
aproximadamente 95 % con dicha secuencia, o fragmentos de la misma que comprenden al menos 10 bases, o al
menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente
en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas de dicha secuencia o variantes. Mas
especificamente, dicho agente antisentido anti-DUX4 puede comprender, constar esencialmente de o constar de una
secuencia (por ejemplo, una secuencia de acido nucleico o una secuencia andloga de &acido nucleico)
complementaria a dichas secuencias de DUX4 SEQ ID NO: 69 o a variantes de las mismas que tienen una identidad
de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente al menos aproximadamente 90 % o al menos
aproximadamente 95 % con dicha secuencia, o a fragmentos de la misma que comprende al menos 10 bases o al
menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente
en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas, de las secuencias o variantes respectivas:

agttcagagatatattaaaatgccc (SEQ ID NO: 69; posiciones -13 a +6 de una sefial de poliadenilacion de DUX4
ejemplar; posiciones 12839-12863 de la secuencia de Genbank AF117653.2 (véase la Figura 3); la sefial de
poliadenilacién se indica en cursiva);

Por ejemplo, en el presente documento se desvela un agente antisentido anti-DUX4 que comprende, consta
esencialmente de o consta de una secuencia (por ejemplo, secuencias de acido nucleico o secuencias analogas de
acido nucleico) SEQ ID NO: 65 o variantes de la misma que tiene una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente 80 % y preferentemente al menos aproximadamente 90 % o al menos aproximadamente 95 %
con dicha secuencia, o fragmentos de la misma, que comprende al menos 10 bases, o al menos 12 bases,
preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos aproximadamente 20 bases,
incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente en el que dicha referencia a
bases representa bases consecutivas, de dicha secuencia o variantes:

GGGCAUUUUAAUAUAUCUCUGAACU (SEQ ID NO: 65)

en las que U representa uracilo (que opcionalmente puede reemplazarse por timina, T). En particular, los agentes
antisentido anti-DUX4 comprenden, constan esencialmente de agente de ARN de interferencia (ARNi) agente de
ARN de interferencia (ARNi) o constan de una cualquiera de la secuencia SEQ ID NO: 65 o las variantes o
fragmentos de la misma que presenten complementariedad con, y por tanto se configuren para unirse a
(emparejarse con), las secuencias de DUX4 anteriores SEQ ID NO: 69 o las variantes o fragmentos de la mismas.

La memoria descriptiva describe adicionalmente un agente de ARN de interferencia (ARNi) capaz de reducir o anular
la produccioén de las proteinas DUX4 y/o DUX4c.

En particular, el agente de ARNi puede configurarse para dirigirse al ARN mensajero (ARNm) de DUX4 y/o DUXA4c,
respectivamente. Mientras que el agente de ARNi puede configurarse para dirigirse a cualquier parte del ARNm de
DUX4 y/lo DUX4c, tal como, por ejemplo la regiéon no traducida 5’ (UTR 5'), la ORF o la UTR 3’ de la misma, el
agente de ARNiI puede configurarse preferentemente para dirigirse a la UTR 3’ del ARNm de DUX4 y/o DUX4c. Los
autores de la invencién se percataron de que el direccionamiento de la UTR 3’ del ARNm de DUX4 y/o DUX4c
permite la regulacion negativa, mediada por ARNi de un modo particularmente eficaz, de la produccién de las
proteinas DUX4 y/o DUX4c. Ademas, el direccionamiento de la UTR 3’ del ARNm de DUX4 o DUX4c tiene en
cuenta los agentes de ARNi, que son muy especificos para el ARNm de DUX4 o de DUX4c, supuestamente sin
ninguna limitacién debido a diferencias de secuencia en las UTR 3’ distintas.

DUX4 emerge como particularmente implicado en la etiologia de FSHD. Por tanto, en el presente documento se
desvela preferentemente un agente de ARNi capaz de reducir o anular la produccién de la proteina DUX4. Dicho
agente de ARNi se configura para dirigirse al ARNm de DUXA4.

También preferentemente, en el presente documento se desvela un agente de ARNi capaz de reducir o anular la
produccién de la proteina DUX4 pero no la de la proteina DUX4c. Dicho agente de ARNi se configura para dirigirse
al ARNm de DUX4 pero no al ARNm de DUX4c. En una alternativa, se desvela un agente de ARNi capaz de reducir
0 anular la produccion de la proteina DUX4c pero no de la proteina DUX4. Dicho agente de ARNi se configura para
dirigirse al ARNm de DUX4c pero no al ARNm de DUX4.

Los agentes de ARNi, como se pretende en el presente documento, pueden comprender o representar
particularmente (es decir, pueden seleccionarse de un grupo que comprende o que consta de) moléculas de acido
nucleico de ARNi o moléculas de analogos de acido nucleico de ARNI, tal como preferentemente acidos nucleicos
de interferencia cortos y analogos de acidos nucleicos de interferencia cortos (ANic) tal como ARN de interferencia
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corto y analogos de ARN de interferencia corto (ARNic), y adicionalmente pueden representar, entre otros, ARN
bicatenario y analogos de ARN bicatenario (ARNbc), micro-ARN y analogos de micro-ARN (miARN) y ARN de
horquilla corto y analogos de ARN de horquilla corto (ARNhc).

Ventajosamente, un agente de ARNi como se desvela en el presente documento puede conjugarse con un péptido
penetrador de células (PPC) para potenciar la captacion celular de dichos agentes de ARNi.

Tipicamente, un agente de ARNi incluye una porcién bicatenaria (a pesar de la presencia opcional y posiblemente
preferida de cualquier saliente monocatenario) que comprende al menos 16 bases, preferentemente al menos 17
bases, mas preferentemente al menos 18 bases e incluso mas preferentemente al menos 19 bases, y normalmente
entre 18 y 35 bases, preferentemente entre 19 y 30 bases, mas preferentemente entre 20 y 25 bases e incluso mas
preferentemente entre 21 y 23 bases que son idénticas o casi idénticas a (por ejemplo, que muestran un 90 % o
mas, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia con, o que muestran un maximo de 2, y
preferentemente solo de 1, emparejamiento erréneo con) un ARNm cuyo silenciamiento se desea y que por tanto es
dirigido por dicho agente de ARNi (tal como por ejemplo, los ARNm de DUX4 y/o de DUX4c).

Un gen DUX4 preferentemente destinado para el direccionamiento por los agentes de ARNi como se desvela en el
presente documento, reside en la unidad D4Z4 mas distal que se extiende al interior de la region pLAM que flanquea
el lado telomérico de la matriz D4Z4. Dicho gen DUX4 conduce a la produccion de uno o mas ARNm
comparativamente estables (Dixit et al. 2007, citado anteriormente). Como se ilustra esquematicamente en la Figura
2 en lo que se refiere a una secuencia gendmica ejemplar, aunque no limitante, como se muestra en la Figura 3,
dicho gen DUX4 comprende dos intrones que se localizan en su UTR 3’, particularmente el intron 1 (o intrén A)
dentro de la unidad D4Z4 y el intrén 2 (o intrén B) proporcionado por la region pLAM. El corte y empalme alternativo
del intron 1 recogido esquematicamente en la Figura 2 que conduce a ARNm de DUX4 alternativos.

Las secuencias de ADNC de DUX4 ejemplares, aunque no limitantes, que incluyen o no el intrén 1 se muestran en
las Figuras 4 (SEQ ID NO: 42) y 5 (SEQ ID NO: 43), respectivamente.

Por consiguiente, en un ejemplo, los agentes de ARNi anti-DUX4, como se pretende en el presente documento,
pueden configurarse para dirigirse al ARNm de DUX4 tal como representa la secuencia de ADNc DUX4 expuesta en
la SEQ ID NO: 42 o variantes de la misma que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente
80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con la SEQ ID
NO: 42. Preferentemente, dichos agentes de ARNi anti-DUX4 pueden configurarse para dirigirse a la UTR 3’ de
dicho ARNm de DUX4 o variantes, tal como por ejemplo, para dirigirse a secuencias UTR 3’ correspondientes a o
que se solapan con el exén 1, intron 1, exén 2 y/o exén 3.

En otro ejemplo, los agentes de ARNi anti-DUX4, como se indica en el presente documento, pueden configurarse
para dirigirse al ARNm de DUX4 como representa la secuencia de ADNc de DUX4 expuesta en la SEQ ID NO: 43 o
variantes de la misma que tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % vy
preferentemente al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con la SEQ ID NO: 43.
Preferentemente, dichos agentes de ARNi anti-DUX4 pueden configurarse para dirigirse a la UTR 3’ de dicho ARNm
de DUX4 o variantes, tal como por ejemplo, dirigirse a secuencias UTR 3’ correspondientes a o que se solapan con
el exdn 1, exdn 2 y/o exdn 3.

En un ejemplo, un agente de ARNi anti-DUX4 puede configurarse para dirigirse a una cualquiera de las siguientes
secuencias de ARNm de DUX4 (SEQ ID NO: 44 a 46) o variantes de las mismas, que tienen una identidad de
secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al
menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas, o fragmentos de las mismas, que comprende al
menos 16 bases, preferentemente al menos 17 bases, mas preferentemente al menos 18 bases e incluso mas
preferentemente al menos 19 bases, y normalmente entre 18 y 35 bases, preferentemente entre 19 y 30 bases, mas
preferentemente entre 20 y 25 bases e incluso mas preferentemente entre 21 y 23 bases, preferentemente en el que
dicha referencia a bases representa bases consecutivas, de las secuencias o variantes respectivas:

CGCGGGGAACACCUGGCUGGCUACGGAGGGGCGUG (SEQ ID NO: 44)
GCCUUCUAGGUCUAGGCCCGGUGAGAGACUCCACA (SEQ ID NO: 45)
UAGGCAAACCUGGAUUAGAGUUACAUCUCCUGGAU (SEQ ID NO: 46)

en las que U representa uracilo (que opcionalmente puede reemplazarse por timina, T).

En ejemplos no limitantes, un agente de ARNi anti-DUX4 como se desvela en el presente documento puede
comprender una cualquiera de las siguientes secuencias (SEQ ID NO: 47 a 49) o variantes de las mismas, que
tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos
aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con (por ejemplo, variantes que muestran un maximo
de 2 y preferentemente solo 1 un emparejamiento erréneo con) las secuencias respectivas, o fragmentos de las
mismas que comprenden al menos 16 bases, preferentemente al menos 17 bases y mas preferentemente al menos
18 bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas, de las secuencias o
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variantes respectivas:
acaccuggcuggcuacgga (SEQ ID NO: 47);
ggucuaggcccggugagag (SEQ ID NO: 48);
ccuggauuagaguuacauc (SEQ ID NO: 49).
en las que U representa uracilo (que opcionalmente puede reemplazarse por timina, T).

Las secuencias de ADNc de DUX4c ejemplares pero no limitantes se muestran en las Figuras 6 (SEQ ID NO: 50)y 7
(SEQ ID NO: 51), incluyendo regiones UTR 3’ de distintas longitudes.

Por consiguiente, en un ejemplo, los agentes de ARNi anti-DUX4c, como se pretende en el presente documento,
pueden configurarse para dirigirse al ARNm de DUX4c como representa la secuencia de ADNc de DUX4c expuesta
en la SEQ ID NO: 50 o variantes de la misma que tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente
80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con la SEQ ID
NO: 50. Preferentemente, dichos agentes de ARNi anti-DUX4c pueden configurarse para dirigirse a la UTR 3’ de
dicho ARNm de DUX4c o variantes.

En otro ejemplo los agentes de ARNi anti-DUX4c, como se pretende en el presente documento, se configuran para
dirigirse al ARNm de DUX4c como representa la secuencia de ADNc de DUX4c expuesta en la SEQ ID NO: 51 o
variantes de la misma que tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % vy
preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con la SEQ ID NO: 51.
Preferentemente, dichos agentes de ARNi anti-DUX4c pueden configurarse para dirigirse a la UTR 3’ de dicho
ARNmM de DUX4c o variantes.

Como se ha indicado anteriormente, una secuencia genémica adicional, ejemplar pero no limitante, del gen DUX4c
(n.° de registro Genbank NC_000004 intervalo 190940254..190945505, complemento, version de secuencia 11, es
decir, NC_000004.11 intervalo 190940254..190945505, complemento) predice un ARNm mas largo de DUX4c que
los mostrados en las Figuras 6 y 7. En particular, dicha secuencia de ADNc de DUX4c adicional ejemplar, pero no
limitante, se encuentra disponible en la base de datos de Genbank con el n.° de registro XR_041199 (versién de
secuencia 2, es decir, XR_041199.2) y se reproduce en la Figura 8 (SEQ ID NO: 52).

Por tanto, en un ejemplo, los agentes de ARNi anti-DUX4c pretenden, como se pretende en el presente documento,
se configuran para dirigirse al ARNm de DUX4c como representa la secuencia de ADNc de DUX4c expuesta en la
SEQ ID NO: 52 o variantes de la misma que tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 %
y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con la SEQ ID NO:
52. Preferentemente, dichos agentes de ARNi anti-DUX4c pueden configurarse para dirigirse a la UTR 3’ de dicho
ARNmM de DUX4c o variantes.

En un ejemplo, un agente de ARNi anti-DUX4c puede configurarse para dirigirse a una cualquiera de las siguientes
secuencias de ARNm de DUX4c (SEQ ID NO: 53 a 55) o variantes de las mismas, que tienen una identidad de
secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al
menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas, o fragmentos de las mismas que comprenden al
menos 16 bases, preferentemente al menos 17 bases, mas preferentemente al menos 18 bases, incluso mas
preferentemente al menos 19 bases y normalmente entre 18 y 35 bases, preferentemente entre 19 y 30 bases, mas
preferentemente entre 20 y 25 bases e incluso mas preferentemente entre 21 y 23 bases, preferentemente en el que
dicha referencia a bases representa bases consecutivas de las secuencias o variantes respectivas:

uguagacaccagaguuucagcaaaaggcacgaccu (SEQ ID NO: 53)
cacacagaggagggcugucauucuuuccugagcau (SEQ ID NO: 54)
uuuccccagcguucuucagucgaguuggcggagac (SEQ ID NO: 55)

en las que U representa uracilo (que opcionalmente puede reemplazarse por timina, T).

En ejemplos no limitantes, un agente de ARNi anti-DUX4c como se desvela en el presente documento puede
comprender una cualquiera de las siguientes secuencias (SEQ ID NO: 56 a 58) o variantes de las mismas, que
tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos
aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con (por ejemplo, variantes que muestran un maximo
de 2 y preferentemente solo de 1 emparejamiento erréneo con) las secuencias respectivas, o fragmentos de las
mismas que comprenden al menos 16 bases, preferentemente al menos 17 bases, y mas preferentemente al menos
18 bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas de las secuencias o
variantes respectivas :
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ccagaguuucagcaaaagg (SEQ ID NO: 56);
ggagggcugucauucuuuc (SEQ ID NO: 57);
gcguucuucagucgaguug (SEQ ID NO: 58);
en las que U representa uracilo (que opcionalmente puede reemplazarse por timina, T).

En el presente documento también se desvela un método para producir uno cualquiera de un agente antisentido
anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o un agente ARNi como se explica en el presente documento, particularmente el que
dicho agente comprende, consta esencialmente de, o consta de, una molécula de acido nucleico o una molécula de
un analogo de acido nucleico, que comprende sintetizar dicho agente a partir de sus nucledtidos constituyentes o
analogos de nucleétido, y opcionalmente purificar, al menos parcialmente, el agente de la reaccién de sintesis.

Adicionalmente, en el presente documento se desvela un acido nucleico, mas especificamente un acido nucleico
aislado, que codifica uno cualquiera o mas de un agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o un agente de ARNi
como se explica en el presente documento. Preferentemente, el acido nucleico puede estar unido operativamente a
una o0 mas secuencias reguladoras que permiten la expresién del acido nucleico en un sistema de expresion, tal
como, sin limitacién in vitro (por ejemplo, en un sistema de expresién acelular) o en una célula hospedadora o en un
organismo hospedador.

También se desvela una construccién de acido nucleico recombinante (es decir, un vector) que comprende un &cido
nucleico que codifica uno cualquiera o0 mas de un agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c, o un agente de
ARNi, como se explica en el presente documento. Dicha construccién (vector) puede permitir, entre otras cosas,
propagar el acido nucleico que codifica dicho agente, por ejemplo, in vitro o en una célula hospedadora u organismo
hospedador. También se contempla un método para producir dicha construcciéon de acido nucleico recombinante
(vector) que comprende introducir el acido nucleico que codifica dicho agente en una construccion de acido nucleico
receptora (vector receptor).

Preferentemente, la construccién de acido nucleico recombinante puede ser una construccion de expresion (es
decir, un vector de expresion) por tanto puede ser capaz de expresar (configurarse para expresar) el acido nucleico
qgue codifica el uno o mas agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente de ARNi en un sistema de
expresion, tal como, sin limitacion in vitro (por ejemplo, en un sistema de expresion acelular) o en una célula
hospedadora u organismo hospedador. En una construccion de expresion (vector de expresion), el acido nucleico
que codifica dicho agente esta unido operativamente a una 0 mas secuencias reguladoras que permiten la expresion
del acido nucleico en dicho sistema de expresién. También se contempla por tanto un método de produccion de
dicha construccion de expresion (vector de expresion) que comprende introducir el acido nucleico que codifica dicho
agente en una construccion de expresion receptora (vector de expresion receptor).

También se desvela por tanto un método para producir cualquiera de uno o mas agentes antisentido anti-DUX4 y/o
anti-DUX4c o agente de ARNi como se explica en el presente documento, que comprende expresar dicho agente de
una construccion de expresion (vector de expresion), como se explica en el presente documento, que comprende un
acido nucleico que codifica dicho agente, en un sistema de expresion y opcionalmente purificar, al menos
parcialmente, el agente.

En el presente documento se desvela también una célula hospedadora que comprende uno cualquiera o mas de
agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente de ARNi, o un &cido nucleico aislado que codifica dicho
agente, 0 una construccion recombinante (vector) (preferentemente una construccién de expresion, vector de
expresion) que comprende un acido nucleico que codifica dicho agente, como se explica en el presente documento.
También se incluye un método para producir dicha célula hospedadora que comprende introducir en una célula
hospedadora receptora el agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente ARNi, o el acido nucleico aislado
que codifica dicho agente, o la construccidon recombinante (vector) (preferentemente una construccion de expresion,
vector de expresion) que comprende un acido nucleico que codifica dicho agente. Preferentemente, la célula
hospedadora puede ser una célula procariota o eucariota, mas preferentemente una célula bacteriana, fingica,
vegetal o animal, incluso mas preferentemente una célula de mamifero o una célula de primate, incluyendo muy
preferentemente células humanas, asi como células de mamifero, no humanas y células de primate, no humanas.
Por ejemplo, dicha célula hospedadora humana puede ser un mioblasto o un precursor de mioblasto procedente de
un paciente, tal como, por ejemplo, un mioblasto procedente de una biopsia de muisculo de dicho paciente o
procedente de un mesangioblasto de dicho paciente, o dicho mioblasto o precursor de mioblasto puede diferenciarse
de una célula madre adulta o de una célula madre pluripotente inducida (iPS) de dicho paciente. El acido nucleico
aislado o construccion (vector) puede integrarse, preferentemente integrarse de manera estable, en el genoma de la
célula hospedadora o puede permanecer extra-gendmico o0 extra-cromosomico. En la medida en que la célula
hospedadora comprenda dicho agente, acido nucleico aislado o construccion (vector), esta puede representarse
como una célula “transgénica” o “transformada” en este sentido. Preferentemente, una célula hospedadora expresa
0 esta en condiciones adecuadas capaces de expresar el acido nucleico aislado o vector comprendido en su interior,
produciendo de este modo el agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente de ARNi codificado por el
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mismo. También se contempla por tanto un método para producir uno cualquiera o0 mas de un agente antisentido
anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente de ARNi, como se explica en el presente documento, que comprende cultivar o
mantener una célula hospedadora que comprende un acido nucleico aislado que codifica dicho agente o una
construccion de expresion (vector de expresion) que comprende un acido nucleico que codifica dicho agente, en
condiciones conductoras para la expresion de dicho agente a partir de dicho acido nucleico aislado o construccion
de expresion. El agente asi producido puede pretender ejercer su efecto de silenciamiento en la célula hospedadora
que lo expresa, o se puede pretender su uso en cualquier parte, en cuyo caso el método también puede
comprender, purificar, de un modo opcional y preferente, al menos parcialmente, el agente.

En el presente documento también se desvela un organismo hospedador que comprende uno cualquiera 0 mas de
un agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente de ARNI, o un acido nucleico aislado que codifica a dicho
agente, 0 una construccion recombinante (vector) (preferentemente una construccién de expresion, vector de
expresion) que comprende un acido nucleico que codifica a dicho agente, o una célula hospedadora, como se
explica en el presente documento. También se incluye un método para producir dicho organismo hospedador, que
comprende introducir el agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c, o el agente ARNI, o el acido nucleico aislado
que codifica a dicho agente, o la construccidon recombinante (vector) (preferentemente una construccion de
expresion, vector de expresion) que comprende un acido nucleico que codifica a dicho agente, en un organismo
hospedador receptor, por ejemplo, en una célula, tejido u érgano de dicho organismo hospedador, o introducir la
célula hospedadora, como se explica en el presente documento, en un organismo hospedador receptor, o regenerar,
al menos parcialmente, un organismo a partir de dicha célula hospedadora. Preferentemente, el organismo
hospedador puede ser un organismo multicelular, mas preferentemente un organismo vegetal o animal, incluso mas
preferentemente un mamifero o primate, incluyendo particularmente mamiferos no humanos y primates no humanos.
El acido nucleico aislado o la construccién (vector) puede integrarse, preferentemente integrarse de manera estable,
en el genoma del organismo hospedador o puede permanecer extra-genémico 0 extra-cromosomico. En la medida
en que el organismo hospedador comprende dicho agente, acido nucleico aislado o construccién (vector), esta
puede representarse como un organismo “transgénico” o “transformado” en ese sentido. Preferentemente, un
organismo hospedador expresa, o esta en condiciones adecuadas capaz de expresar el acido nucleico o vector
aislado comprendido en su interior, mediante lo cual se produce el agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o
agente ARNi codificado por el mismo. También se contempla por tanto un método para producir uno cualquiera o
mas de un agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente ARNi como se explica en el presente documento
gue comprende cultivar o mantener un organismo hospedador que comprende un acido nucleico aislado que codifica
dicho agente o una construccion de expresién (vector de expresion) que comprende un acido nucleico que codifica
dicho agente, en condiciones conductoras para la expresion de dicho agente a partir de dicho acido nucleico aislado
0 construccién de expresién. Se pretende que el agente asi producido pueda ejercer su efecto de silenciamiento en
el organismo hospedador que lo expresa, o se pretende que pueda usarse en cualquier parte en cuyo caso el
método puede comprender, de manera opcional y preferente, purificar al menos parcialmente el agente.

También se incluye una descendencia de la célula hospedadora o del organismo hospedador como se explica en el
presente documento. Particularmente se pretende que la progenie comprenda el agente introducido, o el acido
nucleico aislado que codifica el agente, o una construccion (vector) que comprenda un acido nucleico que codifica el
agente, o que comprenda una copia duplicada de dicho &cido nucleico o construcciéon (vector), es decir,
descendencia transgénica o transformada con respecto a dicho acido nucleico o construccion.

También se indican composiciones y formulaciones que comprenden uno cualquiera o mas de un agente antisentido
anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente de ARNi como se explica en el presente documento, o un acido nucleico aislado
gue codifica dicho agente, una construccion recombinante (vector) (preferentemente una construccion de expresion,
vector de expresion), que comprende un acido nucleico que codifique dicho agente, o una célula hospedadora u
organismo hospedador como se explica en el presente documento y uno o mas componentes adicionales, tal como,
sin limitacion, uno o mas disolventes y/o uno mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Adicionalmente se
proporcionan métodos para producir las composiciones o formulaciones anteriores, que comprenden mezclar dicho
agente, acido nucleico aislado, construccion (vector), célula hospedadora u organismo hospedador como se explica
en el presente documento con uno 0 mas componentes adicionales.

Particularmente se indican composiciones y formulaciones farmacéuticas que comprenden uno cualquiera o0 mas de
un agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c, o un agente de ARNi como se explica en el presente documento, o
un acido nucleico aislado que codifica dicho agente, una construccion (vector) recombinante (preferentemente una
construccién de expresioén, vector de expresion), que comprende un acido nucleico que codifica a dicho agente, o
una célula hospedadora o un organismo hospedador como se explica en el presente documento, uno o mas
transportadores farmacéuticamente aceptables; y métodos para producir dichas composiciones y formulaciones
farmacéuticas, que comprende mezclar dicho agente, &cido nucleico aislado, construccién (vector), célula
hospedadora u organismo hospedador como se explica en el presente documento con dichos uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptable.

Adicionalmente en el presente documento se desvelan kits de componentes que comprenden uno o mas agentes

antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente de ARNi como se explica en el presente documento, o un acido
nucleico aislado que codifica a dicho agente, una construccion (vector) recombinante (preferentemente una

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2596 977 T3

construccién de expresion, vector de expresion) que comprende un acido nucleico que codifica a dicho agente, o
una célula hospedadora u organismo hospedador o su descendencia como se explica en el presente documento, o
una o0 mas composiciones o formulaciones que comprenden una cualquiera de estas. Los componentes de los kits
pueden estar en diversas formas, tales como, por ejemplo, formas liofilizadas, libres en solucién o inmovilizadas en
una fase solida. Estos pueden proporcionarse, por ejemplo, en una placa multipocilo o como una matriz o
micromatriz, o pueden envasarse por separado y/o individualmente. Adicionalmente, un kit comprendera tipicamente
instrucciones para su uso. Ventajosamente los kits pueden emplearse en diversas aplicaciones, tales como, entre
otras, aplicaciones terapéuticas, de diagnostico, de exploracién de compuestos y para su uso en investigacion.

Se proporciona ademas:

- uno cualquiera 0 mas de un agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c, o un agente de ARNi como se explica
en el presente documento, o un &cido nucleico aislado que codifica dicho agente, una construccion (vector)
recombinante (preferentemente una construccion de expresion, vector de expresion) que comprende un acido
nucleico que codifica dicho agente, o una célula hospedadora u organismo hospedador o su descendencia como
se explica en el presente documento, 0 una 0 mas composiciones o formulaciones que comprenden una
cualquiera de estas, para su uso como un medicamento; 0 para su uso en el tratamiento de una enfermedad o
afeccion cuyo tratamiento puede beneficiarse de la reduccion de la expresion de la doble homeocaja 4 y/o de la
doble homeocaja 4c;

- el uso de uno cualquiera 0 mas de un agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c, o un agente de ARNi como
se explica en el presente documento, o un acido nucleico aislado que codifica dicho agente, una construccion
(vector) recombinante (preferentemente una construccion de expresion, vector de expresion) que comprende un
acido nucleico que codifica a dicho agente, o una célula hospedadora u organismo hospedador o su
descendencia como se explica en el presente documento, 0 una 0 mas composiciones o formulaciones que
comprenden cualquiera de estas, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
o afeccion cuyo tratamiento puede beneficiarse de la reduccién de la expresion de la doble homeocaja 4 y/o
doble homeocaja 4c; o

- un método para el tratamiento de una enfermedad o afeccién cuyo tratamiento puede beneficiarse de la
reduccion de la expresion de la doble homeocaja 4 y/o doble homeocaja 4c en un sujeto, que comprende
administrar a dicho sujeto una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de uno cualquiera o0 mas de un
agente antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c, o un agente de ARNi como se explica en el presente documento, o
un acido nucleico aislado que codifica dicho agente, una construccion (vector) recombinante (preferentemente
una construccién de expresién, vector de expresion) que comprende un acido nucleico que codifica a dicho
agente o una célula hospedadora u organismo hospedador o su descendencia o como se explica en el presente
documento, 0 una o0 mas composiciones o formulaciones que comprenden cualquiera de estas.

Preferentemente, las enfermedades o afecciones incluyen las que comprenden niveles aumentados y/o actividad
aumentada de la doble homeocaja 4 y/o doble homeocaja 4c, mas preferentemente la enfermedad o afeccién es la
distrofia muscular facioescapulohumeral (FSHD). La doble homeocaja 4 emerge como particularmente implicada en
la etiologia de la FSHD. Por tanto se prefieren agentes antisentido anti-DUX4 y/o de ARNi y los reactivos
relacionados o derivados.

Debera apreciarse que, en el presente documento, la referencia a “uno cualquiera o0 mas de un agente antisentido
anti-DUX4 y/o anti-DUX4c o agente de ARNi” no solo incluye dichos agentes individuales, sino también cualquier
combinacion de dos o mas de dichos agentes. Se indica expresamente sin limitacion, una combinacién de dos o
mas agentes antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c; una combinacion de dos o mas agentes de ARNi anti-DUX4 y/o
anti-DUX4c; una combinacion de uno o mas agentes antisentido anti-DUX4 y/o anti-DUX4c y uno o mas de un
agente de ARNi anti-DUX4 y/o anti-DUX4c. Los agentes en una combinacion de dos o mas agentes pueden
proporcionarse tipicamente como moléculas distintas, o pueden de otra manera conjugarse de manera covalente o
no covalente entre si, bien directamente o mediante un enlazador o un vehiculo adecuado. Un ejemplo no limitante
de agentes de unién incluye agentes “weasel” (comadreja) de dos o mas oligonucleétidos antisentido unidos
conjuntamente como se desvela en el documento WO 2006/000057 o en Aartsma-Rus et al. 2004 (Am J Hum Genet
74: 83-92).

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra una representacion esquematica de los transcritos de DUX4 expresados a partir de una matriz
de repeticién D4Z4 patdgena ejemplar que contiene cuatro unidades D4Z4 (flechas grises) en el locus 4q35.
Cada una de las cuatro unidades D4Z4 contiene la fase de lectura abierta (ORF, open reading frame) de DUX4
(recuadros blancos) y un sitio de inicio de la transcripcion (flechas blancas dobladas). La matriz de repeticion
esta flanqueada en su extremo telomérico por la regién pLAM (recuadro gris) que solo esta presente en el alelo
49A ligado exclusivamente a la FSHD. El alelo 4gB alternativo no esta ligado a la FSHD (Lemmers et al. 2004
(Am J Hum Genet 75(6): 1124-30)).
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La Figura 2 ilustra un esquema de un fragmento genémico de EcoRI clonado en pGEM7Z y que incluye la
porciéon 3’ de la ORF de DUX4 y su UTR 3. El coddn de terminacion de la ORF de DUX4, la region pLAM y la
sefial de adicién poli-A (ATTAAA) se indican en el panel superior. El panel inferior recoge la representacion en el
mapa de los extremos de ARNm en 3’ e ilustra la localizacion de los intrones 1 y 2. El intrébn 1 esta
alternativamente cortado y empalmado. Las posiciones nucleotidicas son como se muestra en la secuencia de la
Figura 3.

La Figura 3 ilustra la secuencia (SEQ ID NO: 1) de un fragmento gendmico ejemplar como se expone
esquematicamente en la Figura 2, que incluye la porcién 3’ de la ORF de DUX4 y su UTR 3'. Esta secuencia
particular reproduce las posiciones 12001 a 13080 de la secuencia genémica disponible en la base de datos de
Genbank del NCBI con el nimero de registro AF117653 (version de secuencia n.° 2, es decir, AF117653.2). En
esta secuencia AF117653 dicha ORF de DUX4 se extiende desde un codon de inicio de la traduccion ATG en la
posicion 10829 (no mostrada) hasta el coddn de terminacién en las posiciones 12101-12103 (en recuadro). El
exon 1 finaliza en la posicion 12111, el intrén 1 se extiende desde la posicién 12112 a la 12247 en la unidad
D4Z4 (en cursiva), el exdn 2 se extiende desde la posicion 12248 a 1a12329 (en negrita), la dltima unidad D474
finaliza en la posicion 12329 continuando con la region pLAM, el intrén 2 se extiende desde la posicion 12330 a
la 12684 (mas largo) (en cursiva) o como alternativa 2338-12682 (mas corto) y el exdn 3 se extiende desde la
posicion 12685 a la 12873 (en negrita).

La Figura 4 ilustra la secuencia (SEQ ID NO: 42) de un ADNc de DUX4 ejemplar. La ORF de DUX4, delimitada
por el coddn de inicio de la traduccién (en negrita, en recuadro) y el codén de terminacion (en recuadro), y la
UTR 5’ aguas arriba del codén ATG, corresponde a estas porciones en la secuencia de ADNc de DUX4 ejemplar
disponible en Genbank con el n.° de registro NM_033178 (version de secuencia 2, es decir, NM_033178.2). La
UTR 3’ aguas abajo del coddn de terminacion (es decir, comenzando desde la posicion 1576 de la SEQ ID NO:
42) se recopila desde la secuencia genémica DUX4 AF117653.2 (véase la Figura 3 y la leyenda de la misma) e
incluye el exén 1, el intrén 1 (en cursiva), el exén 2 (en negrita) y el exén 3 (subrayado) restantes.

La Figura 5 ilustra la secuencia (SEQ ID NO: 43) de un ADNc de DUX4 ejemplar. La ORF de DUX4, delimitada
por el coddn de inicio de la traduccién (en negrita, en recuadro) y el codén de terminacion (en recuadro), y la
UTR 5’ aguas arriba del codén ATG corresponde a estas porciones en la secuencia de ADNc de DUX4 ejemplar
disponible en Genbank con el n.° de registro NM_033178 (version de secuencia 2, es decir, NM_033178.2). La
UTR 3’ aguas abajo del codon de terminacion (es decir, comenzando desde la posicion 1576 de la SEQ ID NO:
43) se recopila desde la secuencia genémica DUX4 AF117653.2 (véase la Figura 3 y la leyenda de la misma) e
incluye el exén 1, el exdn 2 (en negrita) y el exdn 3 (subrayado) restantes.

La Figura 6 ilustra la secuencia (SEQ ID NO: 50) de un supuesto ADNc de DUX4c ejemplar. Esta secuencia
corresponde a las posiciones de la 727 a la 2440 de una secuencia gendémica ejemplar pero no limitante del gen
DUX4c, (n.° de registro de Genbank AY500824, version de secuencia 1, es decir, AY500824.1). Se indican la
supuesta caja GC (subrayada) en las posiciones 1-13 de la SEQ ID NO: 50 (posiciones 727-739 de
AY500824.1), la supuesta variante de caja TATA (con doble subrayado) en las posiciones 48-52 de la SEQ ID
NO: 50 (posiciones 774-778 de AY500824.1), la ORF de DUX4c delimitada por el codén de inicio de la
traduccién (en negrita, en recuadro) en las posiciones 192-194 de la SEQ ID NO: 50 (posiciones 918-920 de
AY500824.1) y el codon de terminacion (en recuadro) en las posiciones 1314-1316 de la SEQ ID NO: 50
(posiciones 2040-2042 de AY500824.1). La UTR 3’ como se detecta experimentalmente se extiende aguas abajo
del coddn de terminacion (es decir, comenzando desde la posicién 1317 de la SEQ ID NO: 50; posicion 2043 de
AY500824.1) hacia abajo a la posicion 1714 de la SEQ ID NO: 50 (posicion 2440 de AY500824.1).

La Figura 7 ilustra la secuencia (SEQ ID NO: 51) de un supuesto ADNc de DUX4c ejemplar. Esta secuencia
corresponde a las posiciones de la 727 a la 2629 de una secuencia genémica ejemplar pero no limitante del gen
DUX4c, (n.° de registro de Genbank AY500824, version de secuencia 1, es decir, AY500824.1). Se indican la
supuesta caja GC (subrayada) en las posiciones 1-13 de la SEQ ID NO: 51 (posiciones 727-739 de
AY500824.1), la supuesta variante de caja TATA (con doble subrayado) en las posiciones 48-52 de la SEQ ID
NO: 51 (posiciones 774-778 de AY500824.1), la ORF de DUX4c delimitada por el coddn de inicio de la
traduccién (en negrita, en recuadro) en las posiciones 192-194 de la SEQ ID NO: 51 (posiciones 918-920 de
AY500824.1) y el codén de terminacién (en recuadro) en las posiciones 1314-1316 de SEQ ID NO: 51
(posiciones 2040-2042 de AY500824.1). La UTR 3’ como se detecta experimentalmente en un paciente con
FSHD se extiende aguas abajo del codon de terminacién (es decir, comenzando desde la posicion 1317 de la
SEQ ID NO: 51; posicion 2043 de AY500824.1) hacia abajo a la posicion 1903 de la SEQ ID NO: 51 (posicién
2629 de AY500824.1).

La Figura 8 ilustra la secuencia (SEQ ID NO: 52) de un supuesto ADNc de DUX4c ejemplar. Esta secuencia
corresponde al ARNm de DUX4c previsto como disponible en la base de datos de Genbank con el n.° de acceso
XR_041199 (version de secuencias 2, es decir, XR_041199.2). Se indican la ORF de DUX4c delimitada por el
codon de inicio de la traduccién (en negrita, en recuadro) en las posiciones 688-670 y el codén de terminacion
(en recuadro) en las posiciones 1810-1812. La UTR 3’ predicha se extiende aguas abajo del codon de
terminacion (es decir, comenzando desde la posicién 1813).
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La Figura 9 ilustra el efecto inhibidor de oligémeros antisentido del pre-ARNm anti-DUX4 sobre la expresion de la
proteina DUX4.

Las Figuras 10 y 11 ilustran que el oligdmero antisentido 1524 puede ejercer un efecto inhibidor especifico sobre
la expresion de la proteina DUXA4.

La Figura 12 ilustra que los oligdbmeros antisentido 1524, 1523 y 1522 pueden ejercer un efecto inhibidor
especifico sobre la expresién de la proteina DUX4.

Las Figuras 13 y 14 ilustra la evaluacion del direccionamiento del ARNip a DUX4c.
La Figura 15 ilustra la evaluacién del direccionamiento del ARNip a DUX4.

La Figura 16 ilustra la evaluacion de la especificidad del ARNip anti-DUX4c y anti-DUX4 por transferencia de
Western. (A) anticuerpo anti-DUX4, (B) anticuerpo anti-DUX4c.

La Figura 17 ilustra el vector de expresion pLVTH-ARNhc.

La Figura 18 ilustra esquematicamente la produccién de ARNhc de un vector de ARNhc y su posterior
procesamiento a ARNic por Dicer.

La Figura 19 ilustra la eficiencia y especificidad de vectores de ARNhc por transferencia de Western.

La Figura 20 ilustra una secuencia ejemplar de la proteina DUX4.

La Figura 21 ilustra una secuencia ejemplar de la proteina DUX4c.

La Figura 22 ilustra condiciones de transfeccion dptimas para mioblastos primarios con FSHD.

La Figura 23 ilustra la evaluacion del direccionamiento del ARNip a DUX4 en mioblastos primarios con FSHD.

La Figura 24 ilustra una representacion esquematica de la estructura de un oligonucleétido quimicamente
modificado con un esqueleto de 2’-O-metil fosforotioato.

La Figura 25 ilustra una representacion esquematica de la estructura de un oligonucleétido quimicamente
modificado con un esqueleto de morfolino fosforodiamidato.

La Figura 26 ilustra transcritos ejemplares procedentes de una o mas unidades D4Z4 y que comprenden o no la
region pLAM. El panel superior muestra esquematicamente fragmentos genémicos de una unidad D4Z4 y la
region pLAM. La ORF de DUX4 se representa en negrita con las dos regiones homeocaja en gris. Se indican las
posiciones de los diferentes intrones (recuadros de color gris oscuro). La region pLAM incluye un intrén (recuadro
de color gris oscuro) y la sefial poli-a (ATTAAA). Los paneles inferiores ilustran la localizacion de los intrones 1,
2, 2a, 1 bis y 2a bis. El primer transcrito publicado (Dixit et al. citado anteriormente) empieza en la Ultima unidad
D4Z4 con un corte y empalme alternativo del intrén 1 en la secuencia D474, extendiéndose después en la region
pLAM en la que el intrén 2 esta siempre cortado y empalmado y acaba en 6 a 16 pares de bases después de la
sefial poli-A. Se descubrié un segundo transcrito (Coppée et al., no publicado) que comienza en una unidad
D4Z4 (adyacente o no a la tltima unidad) que tiene el mismo intrén 1 que el indicado anteriormente. El transcrito
continda en la unidad D4Z4 adyacente donde se descubri6 otro intrén que se denominé 2a si el sitio aceptor de
corte y empalme estaba en la unidad D4Z4 o 2a bis si el sitio aceptor de corte y empalme estaba en la region
pLAM. No se indicaron sefiales poli-A en las proximidades. Snider et al., citado anteriormente, descubrieron un
transcrito de DUX4 correspondiente al descrito en Dixit et al. y un transcrito de DUX4 con 2 copias del exén 2.

La Figura 27 ilustra la secuencia gendmica ejemplar de los transcritos de DUX4 de la Figura 26. Snider et al.
indicaron una secuencia diferente para el inicio de la regién pLAM que contenia el sitio de corte y empalme
donante del intrén 2 (secuencia en recuadro GGTACC). La comparacion de secuencias reveld que esta
secuencia era idéntica a aquellas en el inicio de una unidad D4Z4 rodeando el sitio donante de corte y empalme
del intron 2a (Coppée et al.).

La Figura 28 muestra esquematicamente la estructura del gen DUX4 alineando variantes D4Z4 y pLAM. Se
representan dos unidades D4Z4 adyacentes a escala del nUmero de registro del Genbank AF117653.1 (primera
y segunda linea) asi como la region pLAM flanqueante (cuarta linea). Esta region difiere de la representada en la
tercera linea (nimero de registro de GenBank U74497.1) por una deleciéon de un segmento de 1609 pb (franjas
verticales). Esta region pLAM (tercera linea) es casi idéntica a una unidad D4Z4 en 1890 pb (franjas grises) y
diverge en secuencias distales adicionales. La delecion de 1609 pb en la region pLAM de la cuarta linea se
descubrio en la region casi idéntica a D4Z4. La ORF de DUX4 se representa en color negro con las dos regiones
homeocaja en gris. Se indican las posiciones de los diferentes intrones (recuadro de color gris oscuro). Los sitios
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de inicio del ARNm de DUX4 se indican mediante flechas negras hacia arriba para el 1° ARNm (Dixit et al. 2007)
y el 2° ARNm (Coppée et al., no publicado). Los extremos del ARNm de DUX4 se indican con flechas hacia abajo
en negras. Se descubrieron diferentes extremos: de 6 a 16 pb aguas abajo de la sefial poli-A (Dixit et al., 2007)
para el 1° ARNm y dos posibles extremos (en D4Z4 o en pLAM) para el 2° ARN.

La Figura 29 ilustra la eficacia de los oligonuclettidos antisentido 1521 (a) y 1523 (b) en la disminucién de la
cantidad de ARNm de DUX4 enddgeno en miotubos primarios con FSHD.

La Figura 30 ilustra la eficacia del ARNip3 anti-DUX4 en la disminuciéon de la cantidad de ARNm de DUX4
enddgeno en miotubos primarios con FSHD.

La Figura 31 muestra esquematicamente la posicion de los oligonucleétidos antisentido 2245 y 2250 sobre el
fragmento de la secuencia genémica de DUX4 disponible en Genbank con el n.° de registro AF117653 (version
de secuencia 2, es decir, AF117653.2). (Véase la Figura 3 y la leyenda en la misma). Este fragmento de
secuencia incluye el intron 1 (en cursiva), exén 2 (en negrita), exén 3 (en cursiva y negrita) y el codon de
terminacion de la ORF de DUX4 (en recuadro), los oligonucledtidos antisentido 2245 (subrayados) y 2250
(subrayado, en negrita).

La Figura 32 ilustra el efecto inhibidor de los oligébmeros antisentido 2245 y 2250 sobre la expresion de la
proteina DUX4.

La Figura 33 ilustra la concentracion éptima del oligobmero antisentido 2245 para la inhibicion especifica de la
expresion de la proteina DUX4.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa en el presente documento, a menos que el contexto indique claramente otra cosa, las formas en

singular “uno”, “una”, “un”, “el” y “la”, incluyen referentes tanto en singular como en plural.

nou

Las expresiones “que comprende”, “comprende” y “comprendido por” como se usan en el presente documento son

expresiones sindnimas junto con “que incluye”, “incluye” o “que contiene”, “contiene” y son inclusivas y abiertas y no
excluyen miembros, elementos o etapas de métodos adicionales, no enumerados.

La relacién de intervalos numéricos mediante puntos extremos incluye todos los nameros y fracciones incluidos
dentro de los intervalos respectivos, asi como los puntos extremos enumerados.

Las expresiones “aproximadamente” o “alrededor de” como se usan en el presente documento cuando se hace
referencia un valor medible, tal como un parametro, una cantidad, una duracion de tiempo y similares, significan que
se incluyen variaciones de y desde el valor especificado, en particular variaciones de +/-10 % 0 menores,
preferentemente de +/-5 % 0 menores, mas preferentemente de +/-1 % o menores, e incluso mas preferentemente
de +/-0,1 % o menores de y desde el valor especificado, en la medida en que dichas variaciones sean apropiadas
para interpretarse en la memoria descriptiva desvelada. Debe entenderse que el valor, cuyo modificador
“aproximadamente” se refiere a si mismo, también se desvela especifica y preferentemente.

Todos los documentos citados en la presente memoria descriptiva se incorporan en la misma por referencia en su
totalidad.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos que se usan en la descripcion de la memoria descriptiva,
incluyendo términos técnicos y cientificos, tienen el significado que normalmente entiende un experto habitual en la
materia a la cual pertenece esta memoria descriptiva. Mediante otras ayudas, pueden incluirse definiciones de
términos para apreciar mejor las explicaciones de la presente memoria descriptiva.

Para métodos generales relacionados con la memoria descriptiva, se hace referencia, entre otros, a libros de texto
muy conocidos, incluyendo, por ejemplo, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed.” (Sambrook et al., 1989),
Animal Cell Culture (R. I. Freshney, ed., 1987), the series Methods in Enzymology (Academic Press), Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller & M. P. Calos, eds., 1987); “Current Protocols in Molecular Biology and
Short Protocols in Molecular Biology, 3% Ed.” (F. M. Ausubel et al., eds., 1987 & 1995); Recombinant DNA
Methodology Il (R. Wu ed., Academic Press 1995).

Las técnicas generales en cuanto a usos de medios y cultivos celulares, se indican, entre otros, en Cultivos
Celulares de Mamifero a Gran Escala (Hu et al. 1997. Curr Opin Biotechnol 8: 148); Medios Aséricos (K. Kitano.
1991. Biotechnology 17: 73); o Cultivos Celulares de Mamifero a Gran Escala (Curr Opin Biotechnol 2: 375, 1991).

Como se usa en el presente documento, las expresiones “doble homeocaja 4” y “DUX4” son sindnimas y se refieren

a genes, a productos génicos, a acidos nucleicos, a proteinas y a polipéptidos, habitualmente conocidos con estos
nombres en la técnica. Las expresiones incluyen dichos genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas y
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polipéptidos encontrados en cualquier organismo, y particularmente de animales, preferentemente vertebrados, mas
preferentemente mamiferos, incluyendo seres humanos y mamiferos no humanos, incluso mas preferentemente de
seres humanos.

Las expresiones incluyen particularmente dichos genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas y
polipéptidos con una secuencia nativa, es decir, una cuya secuencia primaria sea igual que la encontrada en DUX4
0 procedente de la naturaleza. Un experto en la materia entiende que las secuencias nativas de DUX4 pueden diferir
entre especies diferentes debido a la divergencia genética entre dichas especies. Ademas, las secuencias nativas de
DUX4 pueden diferir entre o dentro de individuos diferentes de la misma especie debido a la diversidad genética
normal (variacion genética) o debido a mutaciones dentro de una especie determinada. Ademas, las secuencias
nativas de DUX4 pueden diferir entre o incluso dentro de individuos diferentes de la misma especie debido a
modificaciones postranscripcionales o postraduccionales. Por consiguiente, se considera que todas las secuencias
de DUX4 encontradas en o procedentes de la naturaleza son “nativas”.

Las expresiones incluyen genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas y polipéptidos de DUX4 cuando
forman parte de un organismo, un 6rgano, un tejido o una célula vivos, cuando forman parte de una muestra
biolégica, asi como cuando estan, al menos parcialmente, aislados de dichas fuentes. Las expresiones también
incluyen genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas y polipéptidos cuando se producen por medios
recombinantes o sintéticos.

El gen DUX4, como se indica en el presente documento, puede representar particularmente un gen DUX4 presente
en la unidad mas distal de una matriz de D4Z4 en el cromosoma 4q35, particularmente en el que el gen DUX4 se
extiende en la regidon pLAM que flanquea el lado telomérico de la matriz de D4Z4, mas particularmente en el que
dicha region pLAM proporciona una sefial de poliadenilacion, tal como preferentemente ATTAA. Dicho gen DUX4
conduce a la produccion de ARNm (s) comparativamente estable (Dixit et al. 2007, citado anteriormente).

Aungue se han identificado transcritos de DUX4 adicionales que pueden abarcar diversas unidades D4Z4 y que
pueden presentar un corte y empalme alternativo, y preferentemente también comprender la region pLAM (Snider et
al. 2009, citado anteriormente; Coppée et al. no publicado), el gen DUX4 como se indica en el presente documento
también puede representar particularmente dichas unidades de transcripcién que residen en D4Z4, particularmente
las que dan lugar a un transcrito que conduce a la produccién de ARNm comparativamente estable que comprende
secuencias de DUX4, incluso mas particularmente en el que el transcrito comprende la regiéon pLAM, alin mas
particularmente en el que dicha region pLAM proporciona una sefial de poliadenilacién, tal como preferentemente
ATTAA. Dichos transcritos y ARNm de DUX4 se ilustran esquematicamente en las Figuras 26 y 28 con referencia a
una secuencia genémica ejemplar pero no limitante como se muestra en la Figura 27.

También debera apreciarse que la region pLAM puede presentar polimorfismos, tal como, sin limitacién, la presencia
0 ausencia de una secuencia de 1,6 kb en su intrén (Gabriéls et al. 1999, citado anteriormente; van Deutekom et al.
2009, citado anteriormente).

Incluso mas particularmente, el gen DUX4 como se indica en el presente documento, representa el gen DUX4 como
se ha indicado anteriormente, como presente en una matriz de D4Z4 patogénica asociada con distrofia muscular
facioescapulohumeral (FSHD).

El gen DUX4 ejemplar incluye, sin limitacién, el gen DUX4 humano que tiene la secuencia de acido nucleico como
se refleja en el Genbank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el nimero de registro AF117653 (version de
secuencia n.° 2, revisado el 30 de noviembre de 2009, es decir, AF117653.2), mas particularmente el gen DUX4 en
las posiciones de aproximadamente 10650 a aproximadamente 12873 de AF117653.2, también particularmente en
las posiciones de aproximadamente 10829 a aproximadamente 12873 de AF117653.2.

El ADNc (y su ARNm respectivo) de DUX4c ejemplar, pero no limitante, incluye sin limitacion ADNc de DUX4
humano que tiene la secuencia de acido nucleico como se refleja en el Genbank con el ndmero de registro
NM_033178 (version de secuencia 2, revisado el 28 de febrero de 2010, es decir, NM_033178.2). Adicionalmente,
el ADNc (y su ARNm respectivo) de DUX4c ejemplar, pero no limitante, incluye sin limitacion ADNc de DUX4
humano que tiene la secuencia de acido nucleico como se expone en la SEQ ID NO: 42 (Figura 4) o en la SEQ ID
NO: 43 (Figura 5).

La proteina o el polipéptido de DUX4 ejemplar que incluye, sin limitacion, la proteina o el polipéptido de DUX4
humano, que tiene la secuencia de aminoacidos primaria como se refleja en el Genbank con el nimero de registro
NP_149418 (version de secuencia 3, revisado el 28 de febrero de 2010, es decir, NP_149418.3), también se
reproduce en la Figura 20 como SEQ ID NO: 59.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “doble homeocaja 4c” y “DUX4c” son sindénimas y se
refieren a genes, a productos génicos, a acidos nucleicos, proteinas y a polipéptidos cominmente conocidos con
estos nombres en la técnica. Las expresiones incluyen dichos genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas
y polipéptidos encontrados en cualquier organismo, y particularmente de animales, preferentemente vertebrados,
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mas preferentemente mamiferos, incluyendo seres humanos y mamiferos no humanos, incluso mas
preferentemente de seres humanos.

Las expresiones incluyen particularmente dichos genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas vy
polipéptidos con una secuencia nativa, es decir, una cuya secuencia primaria sea igual que la encontrada en DUX4c
0 procedente de la naturaleza. Un experto en la materia entiende que las secuencias nativas de DUX4c pueden
diferir entre especies diferentes debido a la divergencia genética entre dichas especies. Ademas, las secuencias
nativas de DUX4c pueden diferir entre o dentro de individuos diferentes de la misma especie debido a la diversidad
genética normal (variacion genética) o debido a mutaciones dentro de una especie determinada. Ademas, las
secuencias nativas de DUX4c pueden diferir entre o incluso dentro de individuos diferentes de la misma especie
debido a modificaciones postranscripcionales o postraduccionales. Por consiguiente, se considera que todas las
secuencias de DUX4c encontradas en o procedentes de la naturaleza son “nativas”.

Las expresiones incluyen genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas y polipéptidos de DUX4c cuando
forman parte de un organismo, un 6rgano, un tejido o una célula vivos, cuando forman parte de una muestra
biolégica, asi como cuando estan, al menos parcialmente, aislados de dichas fuentes. Las expresiones también
incluyen genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas y polipéptidos cuando se producen por medios
recombinantes o sintéticos.

El gen DUX4c ejemplar incluye sin limitacién el gen DUX4c humano que tiene la secuencia de acido nucleico como
se refleja en el Genbank con el nimero de registro AY500824 (version de secuencia 1, revisado el 1 de diciembre de
2009, es decir, AY500824.1). Otro gen DUX4c ejemplar incluye, sin limitacion, el gen DUX4c humano que tiene la
secuencia de acido nucleico como se refleja en el Genbank con el nimero de registro NC_000004 intervalo
190940254... 190945505, complemento (version de secuencia 11, revisado el 10 de junio de 2009, es decir,
NC_000004.11).

El ADNc (y su ARNm respectivo) de DUX4c ejemplar, pero no limitante, incluye sin limitacion ADNc de DUX4c
humano que tiene la secuencia de acido nucleico como se expone en la SEQ ID NO: 50 (Figura 6) o en la SEQ ID
NO: 51 (Figura 7). Otro ADNc (y su ARNm respectivo) de DUX4c ejemplar pero no limitante, que incluye sin
limitacion, ADNc de DUX4c humano que tiene la secuencia de acido nucleico como se refleja en el Genbank con el
n.° de registro XR_041199 (version de secuencia 2, revisado el 10 de junio de 2009, es decir, XR_041199.2) también
se reproduce en la Figura 8.

La proteina o el polipéptido de DUX4c ejemplar que incluye, sin limitacion, la proteina o el polipéptido de DUX4c
humano que tiene la secuencia de aminoacidos primaria como se refleja en el Genbank con el n.° de registro
AAS15569 (version de secuencia 1, revisado el 1 de diciembre de 2009, es decir, AAS15569.1), también se
reproduce en la Figura 21 como SEQ ID NO: 60.

Debera apreciarse que otros genes DUX homélogos a DUX4 y/o a DUX4c estan presentes en el genoma humano y
se transcriben a partir del mismo, pero no estan relacionados con la FSHD. Por consiguiente, los agentes antisentido
y de ARNic, como se indica en el presente documento, se dirigen preferentemente a los genes DUX4 y/o DUX4c
especificamente, es decir, sustancialmente con respecto a la exclusién de otros genes DUX. En particular, dichos
agentes especificos pueden presentar identidad de secuencia adecuada con secuencias de DUX4 y/o DUX4c pero
no con dichos otros genes DUX. En este sentido, los agentes antisentido y de ARNic particulares, como se explica
en el presente documento, son muy ventajosos.

La referencia en el presente documento a genes, productos génicos, acidos nucleicos, proteinas y polipéptidos de
DUX4 y DUX4c, también incluyen fragmentos y/o variantes de las sustancias respectivas.

El término “fragmento”, en lo que se refiere a una proteina o a un polipéptido, generalmente representa una forma
truncada N y/o C terminal de una proteina o un polipéptido. Preferentemente, un fragmento puede comprender al
menos aproximadamente el 30 %, por ejemplo, al menos aproximadamente el 50 % o al menos aproximadamente el
70 %, preferentemente al menos aproximadamente el 80 %, por ejemplo, al menos aproximadamente el 85 %, mas
preferentemente al menos aproximadamente el 90 %, e incluso mas preferentemente al menos el 95 % o incluso
aproximadamente el 99 % de la longitud de secuencia de aminoacidos de dicha proteina o polipéptido.

El término “fragmento”, en lo que se refiere a un acido nucleico (polinucleétido) generalmente representa una forma
truncada en 5 y/o 3’ de un &cido nucleico. Preferentemente, un fragmento puede comprender al menos
aproximadamente el 30 %, por ejemplo, al menos aproximadamente el 50 % o al menos aproximadamente el 70 %,
preferentemente al menos aproximadamente el 80 %, por ejemplo, al menos aproximadamente el 85 %, mas
preferentemente al menos aproximadamente el 90 %, e incluso mas preferentemente al menos el 95 % o incluso
aproximadamente el 99 % de la longitud de secuencia de acido nucleico de dicho acido nucleico.

El término “variante” de un acido nucleico (polinucleétido), proteina o polipéptido, indicado, determinado(a), se

refiere a acidos nucleicos, proteinas o polipéptidos cuya secuencia (es decir, secuencia de nucleétidos o secuencia
de aminoécidos, respectivamente) es sustancialmente idéntica (es decir, en gran medida, pero no completamente
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idéntica) a la secuencia de dicho acido nucleico, proteina o polipéptido indicado, por ejemplo, al menos
aproximadamente 80 % idéntica o al menos aproximadamente 85 % idéntica, por ejemplo, preferentemente al
menos aproximadamente 90 % idéntica, por ejemplo, al menos 91 % idéntica, 92 % idéntica, mas preferentemente al
menos aproximadamente 93 % idéntica, por ejemplo, al menos 94 % idéntica, incluso mas preferentemente al
menos aproximadamente 95 % idéntica, por ejemplo, al menos 96 % idéntica, incluso mas preferentemente al
menos aproximadamente 97 % idéntica, por ejemplo, al menos 98 % idéntica, y mas preferentemente al menos
99 % idéntica. Preferentemente, una variante puede presentar dichos grados de identidad con un &cido nucleico,
proteina o polipéptido indicado, cuando toda la secuencia del acido nucleico, proteina o polipéptido indicado esta
consultandose en el alineamiento de secuencia (es decir, identidad de secuencia global).

También se incluyen entre los fragmentos y variantes de un acido nucleico, proteina o polipéptido indicado
determinado(a), productos de fusion de dicho acido nucleico, proteina o polipéptido con otro acido nucleico, proteina
o polipéptido no relacionado(a), respectivamente. Por tanto, particularmente, entre los fragmentos y las variantes
que se incluyen, como se indica en el presente documento, se encuentran genes de fusion entre el gen DUX4 o
DUX4c y otros genes, lo que conduce a la expresién de proteinas de fusion (es decir, quiméricas). Mas
especificamente se incluyen dichos genes de fusion que surgen a través de reordenaciones cromosomicas, incluso
mas especificamente en el que dichos genes de fusion y sus proteinas quiméricas causan o contribuyen a ser la
causa de una patologia. Por tanto, como ejemplos de fragmentos y variantes de DUX4 o DUX4c que se incluyen en
el presente documento y que pueden beneficiarse del direccionamiento mediante los agentes antisentido o de ARNi
de la presente memoria descriptiva, se incluyen fusiones entre C/C, un homdélogo humano de Drosophila capicla, y
DUX4, como se observa en la familia de tumores de Ewing (FTE) Kawamura-Saito et al. 2006, citado anteriormente)
y sarcomas infantiles de tejidos blandos indiferenciados (STBI) (Yoshimoto et al. 2009, citado anteriormente), y
fusiones entre EWSR1 y DUX4, como se observa en rabdomiosarcomas (RMS) (Sirvent et al. 2009, citado
anteriormente). Mas generalmente, se indican fusiones que contienen el fragmento C terminal de DUX4, dado que
las proteinas quiméricas resultantes adquieren una actividad transcripcional potenciada, lo que puede conducir a la
formacion de tumores.

La identidad de secuencia puede determinarse usando algoritmos adecuados para realizar alineamientos de
secuencias y la determinacion de la identidad de secuencia es de por si conocida. Como algoritmos ejemplares,
pero no limitantes, se incluyen los que estan basados en la Herramienta de Blsqueda de Alineamiento Local Basica
(BLAST) originalmente descrita por Altschul et al. 1990 (J Mol Biol 215: 403-10), tal como el algoritmo de
“secuencias Blast 2" descrito por Tatusova y Madden 1999 (FEMS Microbiol Lett 174: 247-250), por ejemplo, usando
los ajustes por defecto publicados y otros ajustes adecuados (tales como, por ejemplo, para el algoritmo BLASTN:
coste por apertura de hueco = 5, coste por extension de hueco = 2, penalizaciéon por un emparejamiento erréneo = -
2, recompensa por un emparejamiento = 1, caida de alineacion de hueco x= 50, valor esperado = 10,0, tamafio de
palabra = 28; o para el algoritmo BLASTP: matriz = Blosum62, coste por apertura de hueco = 11, coste por extension
de hueco = 1, valor esperado = 10,0, tamafio de palabra = 3).

En una realizacion, una variante de un acido nucleico (polinucleétido), proteina o polipéptido determinado(a) puede
ser un homalogo (por ejemplo, ortélogo o paralogo) de dicho acido nucleico, proteina o polipéptido. Como se usa en
el presente documento, el término “homologia” generalmente indica similitud estructural entre dos macromoléculas,
particularmente entre dos acidos nucleicos proteinas o polipéptidos, del mismo taxén o de taxones diferentes,
debiéndose dicha similitud a un ancestro compartido.

Cuando la presente memoria descriptiva se refiere a variantes y/o a fragmentos de sustancias, tales como agentes
antisentido o de ARNiI, acidos nucleicos, proteinas o polipéptidos, esto indica particularmente variantes y/o
fragmentos que son “funcionales”, es decir, que conservan, al menos parcialmente, la actividad bioldgica o la
funcionalidad esperada de los agentes, acidos nucleicos, proteinas o polipéptidos respectivos.

Mediante un ejemplo y sin limitacién, una variante funcional y/o fragmento de un gen, producto génico, acido
nucleico, proteina o polipéptido de DUX4 o DUX4c, conservaran al menos parcialmente la actividad biolégica de
DUX4 o DUXA4c, respectivamente. Por ejemplo, dicha variante funcional y/o fragmento puede conservar uno 0 mas
aspectos de la actividad biolégica de DUX4 o DUX4c, tal como, por ejemplo, capacidad de participar en una o mas
rutas celulares, capacidad de regular la transcripcion de uno o mas genes, etc.

Mediante un ejemplo y sin limitacion, una variante funcional y/o fragmento de un agente antisentido o agente de
ARNiI anti-DUX4 y/o anti-DUX4cagente conservara al menos parcialmente la funcionalidad de dicha agente, es decir,
su estabilidad para reducir o anular la expresion de la molécula diana tal como DUX4 y/o DUX4c.

Preferentemente, una variante funcional y/o fragmento puede conservar al menos aproximadamente un 20 %, por
ejemplo, al menos un 30 %, o al menos aproximadamente un 40 %, o al menos aproximadamente un 50 %, por
ejemplo, al menos un 60 %, mas preferentemente al menos aproximadamente un 70 %, por ejemplo, al menos un
80 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente un 85 %, incluso mas preferentemente al menos
aproximadamente un 90 %, y mas preferentemente al menos aproximadamente un 95 % e incluso aproximadamente
el 100 % o mas de la actividad biolégica o funcionalidad esperada en comparacién con la sustancia correspondiente
indicada, tal como un agente, un gen, un producto génico, un acido nucleico, una proteina o un polipéptido.
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La expresion “acido nucleico” como se usa en el presente documento se refiere tipicamente a un polimero
(preferentemente un polimero lineal) de cualquier longitud compuesto esencialmente de unidades nucleosidicas.
Una unidad nucleosidica cominmente incluye una base heterociclica y un grupo de azlcar. Las bases heterociclicas
pueden incluir, entre otras, bases de purina y pirimidina tales como adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T)
y uracilo (U) que estan dispersas en los acidos nucleicos de origen natural, otras bases de origen natural (por
ejemplo, xantina, inosina, hipoxantina) asi como bases derivatizadas o no naturales, quimica o biolégicamente
modificadas (por ejemplo, metiladas). Como nucleobases modificadas ejemplares se incluyen, sin limitacion,
pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, incluyendo 2-aminopropiladenina, 5-
propinil-uracilo y 5-propinil-citosina. En particular, se ha mostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan
la estabilidad del acido nucleico duplex y que pueden ser sustituciones de bases preferidas, por ejemplo, en
agentes antisentido, incluso mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de azucares 2'-O-
metoxietilo. Dichos grupos pueden incluir, entre otros, grupos de pentosa (pentofuranosa), tales como,
preferentemente grupos de ribosa y/o 2-desoxiribosa comunes en los acidos nucleicos de origen natural, o
arabinosa, 2-desoxiarabinosa, o grupos de azucares de treosa 0 hexosa, asi como grupos de azlcar modificados o
sustituidos (tales como, sin limitacion, azicares 2’-O-alquilados, por ejemplo, 2’-O-metilados o 2’-O-etilados tales
como ribosa; azucares 2’-O-alquiloxialquilados, por ejemplo, azlcares 2'-O-metoxietilados tales como ribosa; o
azucares ligados a 2'-0,4’-C-alquileno, por ejemplo, azucares ligados a 2'-O,4’-C-metileno o ligados a 2'-0,4'-C
ligados a etileno, tales como ribosa; 2'-fluoro-arabinosa, etc.). Las unidades nucleosidicas pueden estar ligadas
entre si mediante uno cualquiera de los numerosos enlaces internucleosidicos conocidos, incluyendo, entre ellos,
enlaces fosfodiéster comunes en los acidos nucleicos de origen natural y adicionalmente enlaces basados en fosfato
o fosfonato modificado tales como fosforotioato, alquil fosforotioato tal como metil fosforotioato, fosforoditioato,
alquilfosfonato tal como metilfosfonato, alquifosfonotioato, fosfotriéster tal como alquilfosfotriéster, fosforamidato,
fosforopiperazidato, fosforomorfolidato, fosforoamidato con puentes, metilen fosfonato con puentes, fosforotioato con
puentes; y adicionalmente siloxano, carbonato, sulfamato, carboalcoxi, acetamidato, carbamato tal como 3'-N-
carbamato, morfolino, borano, tioéter, 3'-tioacetal y enlaces internucleosidicos de sulfona. Preferentemente, los
enlaces internucleosidicos pueden ser enlaces basados en fosfato incluyendo enlaces basados en fosfato
modificado, tal como, mas preferentemente enlaces fosfodiéster, fosforotioato o fosforoditioato o0 combinaciones de
los mismos. La expresion “acido nucleico” también incluye cualquier otro polimero que contenga nucleobases tales
como miméticos de acidos nucleicos, incluyendo, sin limitacion acidos péptidonucleicos (APN), acidos
péptidonucleicos con grupos fosfato (PHONA), acidos nucleicos bloqueados (ANB), acidos nucleicos con esqueleto
morfolino fosforodiamidato (PMO), acidos nucleicos que contienen ciclohexeno (ANCe), triciclo-ADN (tcADN) y
acidos nucleicos que tienen secciones estructurales con enlazadores alquilo o enlazadores amino (véase, por
ejemplo, Kurreck 2003 (Eur J Biochem 270: 1628-1644)). “Alquilo”, como se usa en el presente documento, incluye
particularmente fracciones de hidratos de carbono inferior, por ejemplo, hidratos de carbono C1-C4 lineales o
ramificados, saturados o insaturados, tales como, metio, etilo, etenilo, propilo, 1-propenilo, 2-propenilo e isopropilo.
Los acidos nucleicos como se indica en el presente documento pueden incluir nucledsidos de origen natural,
nucleésidos modificados 0 mezclas de los mismos. Un nucleésido modificado puede incluir una base heterociclica
modificada, una fraccién de azlcar modificado, un enlace inter-nucleosidico modificado o una combinacién de los
mismos. La expresion “acido nucleico” también incluye preferentemente moléculas de ADN, ARN e hibridos de
ADN/ARN, incluyendo especificamente ARNhn, pre-ARNm, ARNm, ADNc, ADN gendmico, productos de
amplificacién, oligonucleétidos y ADN, ARN o hibridos de ADN/ARN sintéticos (por ejemplo, sintetizados
quimicamente). Un acido nucleico puede ser de origen natural, por ejemplo, estar presente o estar aislado en la
naturaleza, puede ser recombinante, es decir, producido por tecnologia de ADN recombinante, y/o puede
sintetizarse, quimica o bioldgicamente, de un modo parcial o total. Un “acido nucleico” puede ser bicatenario,
parcialmente bicatenario, 0 monocatenario. Cuando es monocatenario, el acido nucleico puede ser la cadena en
sentido o la cadena antisentido. Ademas, el acido nucleico puede ser circular o lineal.

Los acidos nucleicos y particularmente los oligonucledtidos antisentido o agentes de ARNi pueden indicar en el
presente documento que comprenden bases de uracilo (U). Se apreciara que la U puede opcionalmente sustituirse
por timina (T) en (al menos algunos) de dichos acidos nucleicos y agentes. Por ejemplo, dado que los nucle6tidos
antisentido 2'-O-metil fosforotioato son mas similares a la ARN, la U puede usarse e indicarse en dichas moléculas.
Con otras quimicas antisentido, dichos acidos nucleicos peptidicos o estructuras morfolino, las bases T pueden
indicarse preferentemente y usarse.

La expresion “oligonucle6tido” como se usa en el presente documento se refiere a un oligémero o polimero de acido
nucleico (incluyendo analogos y miméticos de acido nucleico) como se define en el presente documento.
Preferentemente, un oligonucleétido, tal como mas particularmente un oligonucleétido antisentido, es
(sustancialmente) monocatenario. Los oligonucleétidos en la forma que se pretende en el presente documento
pueden tener preferentemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 unidades nucleosidicas (es decir,
nucleétidos o analogos de nucledtidos) de longitud, preferentemente entre aproximadamente 15 y aproximadamente
50, mas preferentemente entre aproximadamente 20 y aproximadamente 40, también preferentemente entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 30. Preferentemente, los oligonucleétidos como se pretende en el
presente documento pueden comprender una 0 mas o todas las bases heterociclicas de origen no natural y/o uno o
mas o todos los grupos azucar de origen no natural y/o uno o mas enlaces internucleosidicos de origen no natural,
cuya inclusion puede mejorar las propiedades, tales como, por ejemplo, captacién celular potenciada, aumento de la
estabilidad en presencia de nucleasas y aumento de la afinidad de hibridacion, aumento de la tolerancia para
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coincidencias erréneas, etc. Adicionalmente, los oligonucle6tidos como se pretende en el presente documento
pueden configurarse para no activar la ARNasa H, de acuerdo con técnicas conocidas (véase, por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos 5.149.797).

Los agentes antisentido, tales como oligonucleodtidos, como se explica en el presente documento, pueden
conjugarse adicionalmente (por ejemplo, de manera covalente o no covalente, directamente o mediante un
enlazador adecuado) con uno o mas restos o conjugados que potencian la actividad, distribucién celular o captacion
celular del oligonucleétido. Dichos restos incluyen pero sin limitacién restos lipidicos tales como un resto de
colesterol, acido cdlico, un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo
restos dodecanodiol o undecilo, un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio 1,2-di-o-
hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato, una poliamina o una cadena de polietilenglicol, o un acido adamantano acético,
un resto palmitilo o un resto octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol.

No es necesario modificar uniformemente todas las posiciones de un agente determinado, y de hecho mas de una
de las modificaciones anteriormente mencionadas pueden incorporarse en un solo agente o incluso en un solo
nucledsido dentro de un oligonucleétido. Adicionalmente se incluyen compuestos antisentido que son compuestos
quiméricos. Los compuestos antisentido “quiméricos” o “quimeras” son moléculas antisentido, particularmente
oligonucleétidos, que contienen dos 0 mas regiones quimicamente distintas, cada una construida por al menos una
unidad monomérica, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto oligonucleotidico. Estos oligonucle6tidos
contienen tipicamente al menos una regién en la que el oligonucleétido estd modificado para conferir sobre la
resistencia aumentada a la degradaciéon por nucleasas, captacion celular aumentada y una region adicional para
aumentar la afinidad de union por el acido nucleico diana.

El término “antisentido” generalmente se refiere a un agente (por ejemplo, un oligonucleétido) configurado para
anillar especificamente con (hibridarse con) una secuencia determinada en un acido nucleico diana, tal como, por
ejemplo, un ADN diana, ARNhn, pre-ARNm o ARNm vy tipicamente comprende, consiste esencialmente en o
consiste en una secuencia de acido nucleico que es complementaria o sustancialmente complementaria a dicha
secuencia de acido nucleico. Los agentes antisentido adecuados para su uso en el presente documento pueden
tipicamente ser capaces de anillarse con (hibridarse con) las secuencias de acido nucleico diana respectivas en
condiciones de rigurosidad altas, y capaces de hibridarse especificamente con la diana en condiciones fisioldgicas.

Los términos “complementario” o “complementariedad”, como se usa en el presente documento con referencia a
acidos nucleicos, se refieren a la unién normal de los acidos nucleicos monocatenarios en condiciones permisivas de
salinidad (fuerza i6nica) y temperatura por emparejamiento de bases, preferentemente emparejamiento de bases de
Watson-Crick. Como ejemplo, el emparejamiento de bases de Watson-Crick complementarias entre las bases Ay T,
Ay Uo GyC. Por ejemplo, la secuencia 5-A-G-U-3’ es complementaria a la secuencia 5'-A-C-U-3'.

El término “unir” o “unién” como se usa en el presente documento se refiere preferentemente a unién especifica, es
decir, en la que un agente se une a (se anilla con) una o mas dianas de interés, tal como con una o mas moléculas
de pre-ARNm o fragmentos o variantes de las mismas, sustancialmente con la exclusion de otras moléculas que
estan al azar o no relacionadas y opcionalmente de modo sustancial con la exclusién de otras moléculas que estan
estructuralmente relacionadas. La unién de un agente con una diana puede evaluarse entre otros usando métodos
de blsqueda de interacciéon convencional, tales como andlisis de secuencia in silico o experimentos de hibridacion
de acido nucleico por ejemplo para verificar la hibridacion especifica, por ejemplo, en condiciones de rigurosidad
altas.

La unién especifica no requiere necesariamente que un agente se una exclusivamente a su diana (o dianas)
deseada. Por ejemplo, puede decirse que un agente se une especificamente a un pre-ARNm determinado de interés
o fragmentos o variantes del mismo si su afinidad por dicha diana (o dianas) deseada en las condiciones de unién es
al menos aproximadamente 2 veces mayor, preferentemente al menos aproximadamente 5 veces mayor, mas
preferentemente al menos aproximadamente 10 veces mayor, incluso mas preferentemente al menos
aproximadamente 25 veces mayor, alun mas preferentemente al menos aproximadamente 50 veces mayor, e incluso
mas preferentemente al menos aproximadamente 100 veces o al menos aproximadamente 1000 veces 0 mas
mayor, en comparacion con su afinidad por una molécula no diana, tal como genes DUX distintos no diana.

La secuencia de un agente antisentido no requiere ser 100 % complementario con la de su secuencia diana para
unirse o hibridar especificamente con esta Ultima. Puede decirse que un agente antisentido se hibrida
especificamente cuando la unién del agente con una molécula de &acido nucleico diana interfiere con el
funcionamiento normal del acido nucleico diana de tal manera que se alcanza un resultado pretendido (por ejemplo
pérdida de utilidad) y por lo tanto es un grado de complementariedad suficiente para impedir la unién no especifica
del agente antisentido con las secuencias no diana en condiciones en las que se desea la union especifica, es decir,
en condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico y en el caso de ensayos in vitro,
en condiciones en las que se realiza el ensayo. Por tanto, “especificamente hibridable” y “complementario” puede
indicar un grado suficiente de complementariedad o emparejamiento preciso de tal manera que se produce la unién
estable y especifica entre un agente antisentido y una diana de acido nucleico. Los agentes como se pretende en el
presente documento se unen preferentemente de un modo especifico a las dianas deseadas DUX4 y/o DUX4c
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sustancialmente con la exclusién de otros genes DUX.

Preferentemente, para garantizar la especificidad de los agentes antisentido hacia las dianas DUX4 y/o DUX4c
deseadas sobre las moléculas no relacionadas, tal como sobre otros genes DUX, la secuencia de dichos agentes
antisentido pueden ser al menos aproximadamente 80 % idéntica, preferentemente al menos aproximadamente
90 % idéntica, mas preferentemente al menos aproximadamente 95 % idéntica tal como, por ejemplo,
aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 % y hasta el 100 %
idéntica con la secuencia DUX4 y/o DUX4c diana respectiva.

El término “reducir’ generalmente indica una alteracién cualitativa y/o cuantitativa, un cambio o variacion que
conduce a una disminucion de que se reduzca (por ejemplo, produccién y/o nivel de una proteina determinada). El
término incluye cualquier grado de dicha reduccion. Por ejemplo, cuando la reduccion afecta a una variable
determinable o medible, entonces dicha reduccion puede incluir una disminucién en el valor de dicha variable en al
menos aproximadamente el 10 %, por ejemplo, al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 30 %,
por ejemplo, al menos aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, por ejemplo, al menos
aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 %, por ejemplo, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 90 %, por ejemplo, al menos aproximadamente 95 %, tal como al menos aproximadamente 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o incluso 100 % (anulacién), en comparacién con una situacién de referencia sin dicha reduccién.
Preferentemente, la reduccién de la produccién y/o nivel de la diana (o dianas) pretendido puede ser especifica o
selectiva, es decir, la producciéon y/o nivel de la diana (o dianas) pretendido puede modularse sin alterar
sustancialmente la produccion y/o el nivel de las dianas al azar, no relacionadas.

Los agentes, tales como agentes antisentido o de ARNi, como se explica en el presente documento, pueden reducir
0 anular sin limitacién la produccion y/o nivel del pre-ARNm y/o del ARNm de DUX4 y/o DUX4c, mediante lo cual
dichos agentes pueden ser capaces de reducir o anular la produccién de las proteinas de DUX4 y/o DUXA4c.

La referencia al “nivel” de una diana puede incluir preferentemente la cantidad y/o la disponibilidad (por ejemplo
disponibilidad para realizar su actividad bioldgica) de la diana, por ejemplo, dentro de una célula, tejido, érgano o un
organismo.

Las expresiones “corte y empalme”, “corte y empalme de un gen” y similares como se usa en el presente documento
son sindnimos y tienen su significado establecido en la técnica. Mediante una explicacion adicional, corte y empalme
significa el proceso y medios para retirar secuencias intermedias (intrones) del pre-ARNm, en el proceso de
produccién de ARNm maduro. La referencia a corte y empalme particularmente se refiere a corte y empalme nativo
tal como se produce en condiciones fisiol6gicas normales. Las expresiones “pre-ARNm” y “transcrito” se usan en el
presente documento para indicar especies de ARN que preceden al ARNm maduro, tal como en particular un
transcrito de ARN primario y cualquier forma procesada parcialmente de la misma. Los elementos de secuencia
necesarios para el corte y empalme se refieren particularmente a elementos cis en la secuencia del pre-ARNm que
dirigen la maquinaria de corte y empalme celular (espliceosoma) hacia una retirada correcta y precisa de intrones del
pre-ARNm. Los elementos de secuencia implicados en el corte y empalme generalmente son conocidos de por si y
pueden determinarse adicionalmente por técnicas conocidas incluyendo entre otras analisis por mutacién o delecién.
Mediante una explicacion adicional, “sitio donante de corte y empalme” o “sitio de corte y empalme 5™ generalmente
se refiere a una secuencia conservada inmediatamente adyacente a un limite exén-intron en el extremo 5’ de un
intron. Normalmente, un sitio donante de corte y empalme puede contener un dinucleétido GU, y puede implicar una
secuencia consenso de aproximadamente 8 bases en aproximadamente las posiciones +2 a -6. “Sitio aceptor de
corte y empalme” o “sitio de corte y empalme 3" generalmente se refiere a una secuencia conservada
inmediatamente adyacente a un limite de intrén-exén en el extremo 3’ de un intrén. Cominmente, un sitio aceptor de
corte y empalme puede contener un dinucledtido AG, y puede implicar una secuencia consenso de
aproximadamente 16 bases en aproximadamente las posiciones -14 a +2 (véase, por ejemplo, la Figura 1 del
documento WO 2006/00057 para secuencias consenso ilustrativas de sitios aceptores de corte y empalme y
donantes de corte y empalme).

Las expresiones “poliadenilacion” y “poliadenilacién de un gen” y similares se usan indistintamente en el presente
documento y tienen su significado establecido en la técnica. Mediante una explicacion adicional, poliadenilacién
significa el proceso y medio para afiadir una cola de acido poliadenilico (poli(A)), es decir, adenosin monofosfatos
multiples, a una molécula de ARN. En particular, la poliadenilacion puede indicar el proceso y medio de adicion de
una cola poli(A) a una molécula de pre-ARNm, en el proceso de la produccion del ARNm maduro. La referencia a
poliadenilacion particularmente indica una poliadenilacién nativa tal como se produce en condiciones fisiolégicas
normales.

Los elementos de secuencia necesarios para la poliadenilaciéon se refieren particularmente a elementos en cis en la
secuencia de pre-ARNm que la maquinaria de poliadenilacién celular reconoce tales como a los que se une, tal
como por ejemplo la sefial de poliadenilacion. Estas secuencias tales como la sefial de poliadenilacion pueden variar
entre grupos de eucariotas. Por ejemplo, en seres humanos, la secuencia de sefial de poliadenilacion puede ser
tipicamente AATAAA (es decir, AAUAAA en ARN, tal como pre-ARNm), aunque existen variantes de ella, tales como
ATTAAA.
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La expresion “péptido penetrador de células” o “PPC” generalmente se refiere a péptidos capaces de entrar en las
células. Esta capacidad puede aprovecharse para suministrar en las células agentes como se desvela en el presente
documento. Los PPC ejemplares pero no limitantes incluyen PPC procedente de Tat del VIH-1 (véase, por ejemplo,
Frankel et al. 1988 (Science 240: 70-73)); péptidos de Antennapedia o penetratinas (véase, por ejemplo, Derossi et
al. 1994 (J Biol Chem 269: 10444-10450)); péptidos procedentes de VP22 del HSV-1 (véase, por ejemplo, Aints et
al. 2001 (Gene Ther 8: 1051-1056)); transportans (véase, por ejemplo, Pooga et al. 1998 (FASEB J 12: 67-77));
protegrina 1 (PG-1) péptido antimicrobiano SynB (Kokryakov et al. 1993 (FEBS Lett 327: 231-236)); péptidos
anfipaticos modelo (MAP) (véase, por ejemplo, Oehlke et al. 1998 (Biochim Biophys Acta 1414: 127-139)); péptidos
penetradores de células basados en secuencias de sefial (NLS) (véase, por ejemplo, Lin et al. 1995 (J Biol Chem
270: 14255-14258)); péptidos de secuencia de translocacion de membrana hidréfoba (MTS) (véase, por ejemplo, Lin
et al. 1995, citado anteriormente); y péptidos ricos en poliarginina, oligoarginina y arginina (véase, por ejemplo,
Futaki et al. 2001 (J Biol Chem 276: 5836-5840)). Los péptidos transportadores que proceden de estas proteinas
muestran escasa homologia de secuencia entre si, pero son muy catiénicos y ricos en arginina o lisina.

Los PPC pueden tener cualquier longitud. Por ejemplo, el PPC puede ser menor que o igual a 500, 250, 150, 100,
50, 25, 10 o 6 aminoacidos de longitud, por ejemplo el PPC puede ser mayor que o igual a 4, 5, 6, 10, 25, 50, 100,
150 o 250 de aminoacidos de longitud. Preferentemente, un PPC puede tener entre 4 y 25 aminoacidos de longitud.
Un experto en la técnica puede determinar facilmente la longitud adecuada y el disefio del PPC. Como una
referencia general sobre los PPC puede servir, entre otros, los “Cell penetrating peptides: processes and
applications” (ed. Ulo Langel, 12 ed., CRC Press 2002); Advanced Drug Delivery Reviews 57: 489-660 (2005); Dietz
y Bahr 2004 (Moll Cell Neurosci 27: 85-131)).

Un agente como se desvela en el presente documento puede conjugarse con un PPC directa o indirectamente, por
ejemplo, mediante un enlazador adecuado, tal como sin limitacion un enlazador basado en PEG. En la técnica se
conoce la tecnologia de ‘“interferencia de ARN” o “ARNi", y se refiere generalmente al proceso y medio de
silenciamiento génico postranscripcional especifico de secuencia mediado particularmente por acidos nucleicos de
interferencia cortos (NAic). Para una explicacion sobre las moléculas de ARNi y su disefio, véanse, entre otros,
Elbashir et al. 2001 (Nature 411: 494-501), Reynolds et al. 2004 (Nat Biotechnol 22: 326-30),
http://rnaidesigner.invitro-gen.com/rnaiexpress, Wang y Mu 2004 (Bioinformatics 20: 1818-20), Yuan et al. 2004
(Nucleic Acids Res 32(Web Server issue): W130-4), por M Sohail 2004 (“Gene Silencing by RNA Interference:
Technology and Application”, 12 ed., CRC, ISBN 0849321417), U Schepers 2005 (“RNA Interference in Practice:
Principles, Basics, and Methods for Gene Silencing in C.elegans, Drosophila, and Mammals”, 12 ed., Wiley-VCH,
ISBN 3527310207), y DR Engelke y JJ Rossi 2005 (“Methods in Enzymology, Volumen 392: RNA Interference”, 12
ed., Academic Press, ISBN 0121827976).

Un agente ARNi tipicamente comprende, consiste esencialmente en o consta de una porcién o region bicatenaria
(independientemente de la presencia opcional y posiblemente preferida de salientes monocatenarios) de cadenas
complementarias hibridadas, una de las cuales tiene una secuencia correspondiente a una secuencia de nucleétidos
diana (por tanto, a al menos una parte de un ARNm) del gen diana para regular negativamente. La otra cadena del
agente ARNi es complementaria a dicha secuencia de nucleétido diana.

Mientras que la secuencia de un agente ARNi no necesita ser completamente idéntica a una secuencia diana para
regularse negativamente, el nUmero de coincidencias errbneas entre una secuencia diana y una secuencia de
nucleétidos del agente ARNi es preferentemente no mas de 1 en 5 bases, o de 1 en 10 bases o de 1 en 20 bases, o
de 1 en 50 bases.

Preferentemente, para garantizar la especificidad de los agentes de ARNi hacia las dianas DUX4 y/o DUX4c
deseadas sobre moléculas no relacionadas, tal como sobre otros genes DUX, la secuencia de dichos agentes de
ARNi puede ser al menos aproximadamente 80 % idéntica, preferentemente al menos aproximadamente 90 %
idéntica, mas preferentemente al menos aproximadamente 95 % idéntica, tal como, por ejemplo, aproximadamente
96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 % y hasta 100 % idéntica, a la diana
respectiva de la secuencia de DUX4 y/o DUXA4c.

Un agente ARNi puede formarse por cadenas en sentido y antisentido separadas o, como alternativa, mediante una
cadena com(n que proporciona un bucle-tallo de plegado o un disefio en horquilla en el que las dos cadenas
hibridadas de un agente ARNi estan unidas por enlace covalente.

Una molécula de ARNic puede producirse tipicamente, por ejemplo, sintetizarse, como una molécula bicatenaria de
cadenas distintas, sustancialmente complementarias, en la que cada cadena tiene longitud de aproximadamente 18
a aproximadamente 35 bases, preferentemente de aproximadamente 19 a aproximadamente 30 bases, mas
preferentemente de aproximadamente 20 a aproximadamente 25 bases e incluso mas preferentemente de
aproximadamente 21 a aproximadamente 23 bases.

El ARNhc esta en forma de una estructura en horquilla. EI ARNhc puede sintetizarse exdégenamente o puede

formarse mediante la transcripciéon de promotores de ARN polimerasa Ill in vivo. Preferentemente, los ARNhc
pueden modificarse por ingenieria genética en células u organismos hospedadores para garantizar la supresion
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continua y estable de un gen deseado. Se sabe que el ARNic puede producirse por procesamiento del ARN en
horquilla en células.

Los agentes de ARNi como se pretende en el presente documento pueden incluir cualquiera de las modificaciones
expuestas en el presente documento para acidos nucleicos y oligonucleétidos, para mejorar sus propiedades
terapéuticas.

En las realizaciones, al menos una cadena de una molécula de ARNi puede tener un saliente 3' de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6 bases de longitud, por ejemplo, de 2 a 4 bases, mas preferentemente de
1 a 3 bases. Por ejemplo, una cadena puede tener un saliente 3’ y la otra cadena puede tener un extremo romo o
también puede tener un saliente 3'. La longitud de los salientes puede ser igual o diferente en cada cadena. Los
salientes 3’ pueden estabilizarse contra la degradacién. Por ejemplo, el ARN puede estabilizarse incluyendo
nucleétidos de purina, tales como nuclettidos A o G. Como alternativa, la sustitucion de nucleétidos de pirimidina por
analogos modificados, por ejemplo, sustitucién de salientes en 3’ U por 2’-desoxitimidina se tolera y no afecta a la
eficacia del ARNi.

Una molécula de ARNic ejemplar pero no limitante puede caracterizarse mediante cualquiera de una o mas, y
preferentemente mediante los siguientes criterios:

- al menos aproximadamente una identidad de secuencia del 80 %, mas preferentemente de al menos
aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % o de al menos aproximadamente 97 % con el
ARNmM diana, por ejemplo ARNm de DUX4 y/o DUXA4c;

- tener una secuencia que se dirija a un area del gen diana presente en el ARNm maduro (por ejemplo, un exén o
como alternativa un intrén cortado y empalmado);

- mostrar una preferencia de direccionamiento del extremo 3’ del gen diana.
El ARNic ejemplar puede caracterizarse adicionalmente por uno o mas o todos los siguientes criterios:

- tener un acido nucleico bicatenario con una longitud entre 16 y 30 bases y preferentemente entre 18 y 23 bases,
y preferentemente de 19 nucleétidos;

- tener un contenido G-C entre aproximadamente 30 y aproximadamente 50 %
- tener una secuencia TT (T) en el extremo 3’;

- no mostrar estructura secundaria cuando se adopte la forma duplex;

- tener una Tf (temperatura de fusion) menor de 20 °C

- tener los nucle6tidos indicados en el presente documento debajo en la secuencia de los nucleétidos en el que “h”
es A, C, T/U pero no G; en el que “d”" es A, G, T/U pero no C, y en el que “w” es Ao T/U, perono G o C:

30



ES 2596 977 T3

HO-£ M Yy n A4 Sd opijueg-a|

d-S M p A4 n £-HO| opiussiuyg-ol

HO-¢£ M Yy n \'4 Gid WNYV
6L | 8L | ZI 9l S lvi |l e | VL] 0 €

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2596 977 T3

La produccion de agentes como se indica en el presente documento, tales como agentes antisentido y agentes de
ARNi, puede realizarse mediante cualquier proceso conocido en la técnica, tal como, entre otros, sintesis parcial o
completamente quimica (por ejemplo, sintesis en fase sélida habitualmente conocida; un método ejemplar y no
limitante para sintetizar oligonucledtidos en un soporte sélido modificado se describe en el documento US 4.458.066;
en otro ejemplo, se usa dietilfosforamidita como material de partida y puede sintetizarse como se describe en
Beaucage et al. 1981 (Tetrahedron Letters 22: 1859-. 1862)), o parcial o completamente mediante sintesis
bioquimica (Enzimatica), por ejemplo, mediante transcripcion in vitro de una construccién de acido nucleico (molde)
usando una polimerasa adecuada tal como una polimerasa de T7 o SP6 ARN, o por técnicas de acido nucleico
recombinante, por ejemplo expresiéon de un vector en una célula hospedadora o en un organismo hospedador.
Pueden introducirse analogos nucleotidicos mediante sintesis quimica o bioguimica in vitro. En un ejemplo, los
agentes antisentido de la memoria descriptiva se sintetizan in vitro y no incluyen composiciones antisentido de
origen biolégico, o construcciones de vectores genéticos disefiados para dirigirse a la sintesis in vivo de moléculas
antisentido.

El término “aislado” con referencia a un componente particular (tal como, por ejemplo, un acido nucleico)
generalmente indica que dicho componente existe en separacién de - por ejemplo, se ha separado de o preparado
y/o mantenido en separacion de - uno 0 mas componentes distintos de su entorno natural. Por ejemplo, un acido
nucleico de ser humano o de animal aislado puede existir en separacion de un cuerpo animal o humano en el que se
produce en la naturaleza.

El término “aislado” como se usa en el presente documento también puede incluir preferentemente el calificador
“purificado”. Como ejemplo, el término “purificado” con referencia a una sustancia (por ejemplo, un agente o un acido
nucleico) no requiere absoluta pureza. En su lugar, significa que dichas sustancias estan en un entorno separado en
el que su abundancia (convenientemente expresada en términos de masa 0 peso 0 concentracion) relativa con otras
sustancias relevantes es mayor que en una muestra biolégica. Un entorno distinto significa un medio Unico, tal como,
por ejemplo, una Unica solucién, gel, precipitado, liofilizado etc. Las sustancias purificadas pueden obtenerse por
métodos conocidos incluyendo, por ejemplo, sintesis en laboratorio o recombinante, cromatografia, electroforesis
preparativa, centrifugacion, precipitacion, purificacion por afinidad, etc.

Como ejemplo y sin limitacion, los acidos nucleicos purificados (incluyendo agentes que comprenden NA o basados
en NA) pueden constituir preferentemente en peso = aproximadamente 10 %, mas preferentemente =
aproximadamente 50 %, tal como = aproximadamente 60 %, incluso mas preferentemente > aproximadamente
70 %, tal como > aproximadamente 80 % y aun mas preferentemente = aproximadamente 90 %, tal como =
aproximadamente 95 %, = aproximadamente 96 %, = aproximadamente 97 %, = aproximadamente 98 %, =
aproximadamente 99 % o incluso 100 %, del contenido de &cido nucleico del entorno separado. Por ejemplo, la
pureza de un acido nucleico puede determinarse midiendo la absorbancia Azso/Azs0. Ademas, un acido nucleico
aislado puede purificarse hasta la homogeneidad como se determina mediante electroforesis en gel de agarosa o
poliacrilamida y bromuro de etidio o tinciones similares.

Por “que codifica” se entiende particularmente que una secuencia de acido nucleico o parte de la misma se
corresponde a otra secuencia de acido nucleico en una relaciéon de molde - producto de transcripcidn (por ejemplo,
ARN o analogo de ARN), o corresponde, en virtud del cédigo genético de un organismo en cuestion, a una
secuencia de aminodacidos particular, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una o mas proteinas o
polipéptidos deseados.

Preferentemente, un acido nucleico que codifica una o mas proteinas o polipéptidos puede comprender una fase de
lectura abierta (ORF), open reading frame que codifica dicha proteina o polipéptido. Una “fase de lectura abierta” u
“ORF” se refiere a una sucesion de tripletes nucleotidicos codificantes (codones) que comienzan con un codon de
iniciacién de la traduccion y finalizan con un coddn de terminacion de la traduccién, conocidos de por si, y que no
contienen ningun codoén de terminacion de la traduccion en fase interna, y posiblemente capaces de codificar una
proteina o polipéptido. Por tanto, el término puede ser sinénimo a “secuencia codificante” como se usa en la técnica.

La expresion de productos de transcripcion o proteinas y polipéptidos puede realizarse a través de secuencias de
acido nucleico unidas operativamente o las ORF que codifican los productos o proteinas y polipéptidos de
transcripcion pretendidos con secuencias reguladoras que permiten la expresion de los acidos nucleicos o las ORF,
por ejemplo, in vitro, en una célula hospedadora, érgano hospedador y/u organismo hospedador. Dicha expresion
puede realizarse, por ejemplo, en condiciones adecuadas (cultivo) o después de la adicion de inductores (por
ejemplo, en las que se usan secuencias reguladoras inducibles).

Una “unién operativa” es una unién en la que las secuencias reguladoras y las secuencias que se quieren expresar
estan conectadas de tal manera que se permite dicha expresion. Por ejemplo, secuencias tales como, por ejemplo,
un promotor y una ORF, se dice que pueden estar unidas operativamente si la naturaleza de la unién entre dichas
secuencias no: (1) dan como resultado la introduccion de una mutacién de cambio de fase, (2) interfieren con la
capacidad del promotor para dirigir la transcripcion de la ORF, (3) interfiere con la capacidad de la ORF para
transcribirse a partir de la secuencia promotora.
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La naturaleza exacta de las secuencias reguladoras o elementos necesarios para la expresién puede variar entre
entornos de expresion, pero tipicamente pueden incluir un promotor y un terminador de la transcripcion y
opcionalmente un potenciador, como se conoce de por si.

El término “vector” generalmente se refiere a una molécula de acido nucleico, tipicamente ADN, en la que pueden
insertarse y clonarse segmentos de acido nucleico, es decir, propagarse. Por tanto, un vector tipicamente contendra
uno o mas sitios de restriccion exclusivos, y puede ser capaz de realizar replicacion autébnoma en un hospedador
definido u organismo vehiculo de tal manera que la secuencia clonada sea reproducible. Los vectores pueden incluir,
sin limitacién, plasmidos, fagémidos, bacteri6fagos, vectores procedentes de bacteriéfagos, PAC, BAC, acidos
nucleicos lineales, por ejemplo ADN lineal, vectores viricos, etc., segln sea apropiado. Los vectores de expresion se
configuran generalmente para permitir y/o efectuar la expresiéon de los acidos nucleicos u ORF introducios en los
mismos en un sistema de expresion deseado, por ejemplo, in vitro, en una célula hospedadora, organismo
hospedador y/u organismo hospedador. Por ejemplo, los vectores de expresion pueden comprender ventajosamente
secuencias reguladoras adecuadas.

Los vectores preferidos para su uso en el presente documento son vectores viricos, que son muy conocidos e
incluyen vectores procedentes por ejemplo, pero sin limitacion, de retrovirus, virus de la vacuna, poxvirus,
adenovirus y virus adenoasociados (AAV). Dichos vectores viricos pueden modificarse por ingenieria genética
mediante técnicas recombinantes conocidas por si mismas para introducir en los mismos, secuencias de acido
nucleico que codifican uno cualquiera de los agentes antisentido o ARNi desvelados en el presente documento.

Por ejemplo, en el presente documento puede usarse un vector retrovirico. Generalmente, los vectores retroviricos
pueden comprender las secuencias gendmicas retroviricas que codifican componentes necesarios para la
integracion del genoma virico recombinante (al azar) en el genoma de la célula hospedadora y la secuencia o
secuencias de acido nucleico de interés, tal como en particular la secuencia (0 secuencias) de acido nucleico que
codifican uno cualquiera de los agentes antisentido o ARNi desvelados en el presente documento. Dichos vectores
retroviricos pueden construirse facilmente usando técnicas recombinantes convencionales (por ejemplo, Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) de una amplia
variedad de retrovirus, incluyendo, por ejemplo, retrovirus de tipo B, C y D asi como espumavirus y lentivirus (véase
RNA Tumor Viruses, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, 1985).

También se pueden contemplar vectores adenoviricos recombinantes para el suministro y expresién de agentes
antisentido o ARNi desvelados en el presente documento en una célula hospedadora. Los vectores viricos basados
en adenovirus tienen la ventaja de poder infectar células hospedadoras que no estan en division, pero el genoma
virico recombinante no se integra en el genoma de la célula hospedadora. Por ejemplo, un vector adenovirico
adecuado, un método para construir un vector adenovirico recombinante del mismo y un método para suministrar el
vector recombinante en las células hospedadoras, se describen en Xia H et al. (2002) (Nat. Biotech. 20: 1006-1010).
El uso de vectores recombinantes AAV (RAAV) también se contempla en el presente documento. Los vectores
RAAV pueden infectar células tanto en division como no en division y pueden incorporar su genoma virico
recombinante en el de la célula hospedadora. Los vectores RAAV pueden generarse a partir de diversos virus
adenoasociados, incluyendo, por ejemplo, de los serotipos 1 a 6. Generalmente, los vectores RAAV pueden
comprender, en orden, una repeticidon terminal invertida de un virus adenoasociado 5’ (ITR), un acido nucleico de
interés, tal como en particular un acido nucleico que codifica uno cualquiera de los agentes antisentido o ARNi
desvelados en el presente documento, unido operativamente a una secuencia que regula su expresion en una célula
hospedadora u organismo hospedador, y una ITR de virus adenoasociado 3'. Ademas, el vector rAAV puede tener
preferentemente una sefial de poliadenilacion. En los documentos WO 1994/13788, WO 1993/24641, y en
Goyenvalle et al. 2004 (Science 306: 1796-1799), se describen entre otros vectores RAAV adecuados en los que las
secuencias antisentido estan ligadas a un ARN nuclear pequefio U7 modificado.

Otros vectores viricos preferidos para su uso en el presente documento son vectores procedentes de un poxvirus, tal
como un virus de la vacuna, por ejemplo, un virus de la vacuna atenuado tal como el Virus de Ankara Modificado
(MVA) o NYVAC, un virus avipox tal como virus de la viruela aviar o virus de la viruela de los canarios.

Las expresiones “célula hospedadora” y “organismo hospedador” pueden referirse adecuadamente a células u
organismos que incluyen tanto procariotas, tales como bacterias, como eucariotas, tales como levaduras, hongos,
protozoos, plantas y animales. Como células hospedadoras contempladas estan entre otros organismos
unicelulares, tales como bacterias (por ejemplo, E. coli, Salmonella tymphimurium, Serratia marcescens o Bacillus
subtilis), levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris), células vegetales (cultivadas) (por
ejemplo, de Arabidopsis thaliana o Nicotiana tabaccum) y células animales (cultivadas) (por ejemplo, células de
animales vertebrados, células de mamifero, célula de primate, células de seres humanos o células de insecto).
Como organismos hospedadores se contemplan entre otros organismos multicelulares, tales como plantas y
animales, preferentemente animales, mas preferentemente animales de sangre caliente, incluso mas
preferentemente animales vertebrados, aun mas preferentemente mamiferos, incluso mas preferentemente
primates; se contemplan particularmente animales de este tipo y a categorias de animales que no son humanos.
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La referencia a agentes antisentido y a agentes de ARNi como se usa en el presente documento también incluye
cualquier sal, ésteres o sales de dichos ésteres farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro compuesto que,
después de la administracion a un animal, incluyendo un ser humano, puede proporcionar (directa o indirectamente)
el metabolito o resto del mismo biolégicamente activo. Por consiguiente, por ejemplo, también se incluyen en la
divulgacion profarmacos y sales de los compuestos de la memoria descriptiva farmacéuticamente aceptables, sales
farmacéuticamente aceptables de dichos profarmacos y otros bioequivalentes.

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisiologica y farmacéuticamente aceptables de
los agentes desvelados en el presente documento, en el que dichas sales conservan la actividad biolégica deseada
del agente precursor y no confieren efectos toxicoldgicos no deseados a los mismos. Para los oligonucleétidos, los
ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen pero sin limitacion (a) sales formadas con
cationes tales como sodio, potasio, amoniaco, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina y espermidina,
etc.; (b) sales de adicion de acidos formadas con &cidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido nitrico y similares; (c) sales formadas con acidos organicos, tales
como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido
glucénico, acido citrico, acido malico, acido ascérbico, acido benzoico, acido tanico, acido palmitico, acido alginico,
acido poliglutamico, 4&cido naftalenosulfénico, acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido
naftalendisulfonico, acido poligalacturénico y similares; y (d) sales formadas de aniones elementales tales como
cloro, bromo y yodo.

Las diversas sustancias activas de la presente divulgacion, tales como, entre otros, agentes antisentido, agentes de
ARNi, vectores y células como se describe en el presente documento o derivados farmacéuticamente aceptables de
los mismos pueden formularse en composiciones farmacéuticas o formulaciones con uno o mas
transportadores/excipientes farmacéuticamente aceptables.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” como se usa en el presente documento es coherente con la técnica y
significa compatible con los otros principios de la composicion farmacéutica y no perjudicial al receptor del mismo.

Como se usa en el presente documento, “transportador” o “excipiente” incluye todos y cada uno de los disolventes,
diluyentes, tampones (tales como, por ejemplo, solucién salina tamponada neutra, solucion salina tamponada con
fosfato u opcionalmente tampones de Tris-HCI, acetato o fosfato), solubilizantes (tales como, por ejemplo, Tween
80, Polisorbato 80), coloides, medios de dispersion, vehiculos, cargas, agentes quelantes (tales como, por ejemplo,
EDTA o glutation), aminoacidos (tales como, por ejemplo, glicina), proteinas, disgregantes, aglutinantes, lubricantes,
agentes humectantes, emulsionantes, edulcorantes, colorantes, saporiferos, aromatizantes, espesantes, agentes
para conseguir un efecto depdsito, recubrimientos, agentes anti fingicos, conservantes (tal como, por ejemplo,
Thimerosal™, alcohol bencilico), antioxidantes (tales como, por ejemplo, acido ascoérbico, metabisulfito sédico),
agentes controladores de la tonicidad, agentes retardantes de la absorcion, adyuvantes, agentes formadores de
volumen (tales como, por ejemplo, lactosa, manitol) y similares. El uso de dichos medios y agentes para las
sustancias farmacéuticas activas es muy conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio
convencional 0 agente sea incompatible con la sustancia activa, su uso en las composiciones terapéuticas puede
contemplarse. Los transportadores farmacéuticos adecuados se describen entre otros en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 182 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA (1990).

Los transportadores ilustrativos no limitantes para su uso en la formulacién de las composiciones farmacéuticas
incluyen, por ejemplo, emulsiones de aceite en agua o de agua en aceite, composiciones acuosas con o sin la
inclusién de codisolventes organicos adecuados para su uso intravenoso (IV), liposomas o vesiculas que contienen
tensioactivo, preparaciones de particulas con compuestos poliméricos, tales como, entre otros, acido polilactico o
acido poliglicélico, microesferas, microperlas y microsomas, polvos, comprimidos, capsulas, supositorios,
suspensiones acuosas, aerosoles y otros transportadores obvios para un experto habitual en la técnica.

Los transportadores farmacéuticos pueden comprender liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los
del petréleo, origen animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite de semilla de soja, aceite
mineral, aceite de sésamo y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la memoria descriptiva puede formularse para esencialmente cualquier via de
administracion, tal como sin limitaciéon, administracién oral (tal como, por ejemplo, ingestion oral o inhalacion)
administracion intranasal (tal como, por ejemplo, inhalacion intranasal o aplicacion mucosa intranasal), pulmonar (tal
como, por ejemplo, por inhalacién o insuflacion de polvos o aerosoles), administracién parenteral (tal como, por
ejemplo, inyeccién subcutanea, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intraperitoneal o intraesternal o infusién o
administracion intracraneal, por ejemplo, intratecal o intraventricular), administracién epidérmica y transdérmica, o
transmucosa (tal como, por ejemplo, oral, sublingual, intranasal), administracion topica (incluyendo entre otras
administracion oftalmica), rectal, vaginal o instilacion intratraqueal y similar. De este modo, los efectos terapéuticos
conseguibles por los métodos y composiciones de la memoria descriptiva pueden ser, por ejemplo, sistémicos,
locales, especificos de tejido, etc., dependiendo de la necesidad especifica de una aplicacion determinada de la
memoria descriptiva. Se piensa que los oligonucleétidos con al menos una modificacion 2’-O-metoxietilo son
particularmente Utiles para la administracién oral.
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Por ejemplo, para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden formularse en forma de pildoras,
comprimidos, comprimidos lacados, comprimidos recubiertos (por ejemplo, recubiertos con azlcar), granulos,
capsula de gelatina blanda y dura, soluciones acuosas, alcohdlicas u oleaginosas, jarabes, emulsiones o
suspensiones. En un ejemplo, sin limitaciéon, la preparacion de formas de dosificacion oral puede realizarse
adecuadamente mezclando de manera uniforme e intima entre si una cantidad adecuada del compuesto activo en
forma de un polvo, opcionalmente también incluyendo uno o mas transportadores finamente divididos sdlidos y
formulando la mezcla en una pildora, comprimido o una capsula. Los transportadores sélidos ejemplares, pero no
limitantes, incluyen fosfato de calcio, estearato de magnesio, talco, azlUcares (tales como, por ejemplo, glucosa,
manosa, lactosa o sacarosa), alcoholes de azucar (tales como, por ejemplo, manitol), dextrina, almidén, gelatina,
celulosa, polivinilpirrolidona, ceras de baja fusién y resinas de intercambio i6nico. Los comprimidos elaborados por
compresion que contienen la composicion farmacéutica pueden prepararse mezclando de manera uniforme e intima
el principio activo con un transportador sélido tal como se ha descrito anteriormente para proporcionar una mezcla
gue tiene las propiedades de compresion necesarios y después compactando la mezcla en una maquina adecuada
para dar forma y tamafio deseado. Los comprimidos moldeados pueden prepararse moldeando en una maquina
adecuada, una mezcla de un compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Los transportadores
adecuados para las capsulas de gelatina blanda y supositorios son, por ejemplo, grasas, ceras, polioles semisoélidos
y liquidos, aceites naturales o endurecidos, etc.

Por ejemplo, para la administraciéon oral o nasal por aerosol o inhalacion, las composiciones farmacéuticas pueden
formularse con transportadores ilustrativos, tales como, por ejemplo, en solucién con solucién salina, polietilenglicol
o glicoles, DPPC, metilcelulosa o en mezcla con agentes dispersantes en polvo, que adicionalmente emplean
alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la absorcién para potenciar la biodisponibilidad,
fluorocarburos y/u otros agentes solubilizantes o dispersantes conocidos en la técnica. Las formulaciones
farmacéuticas adecuadas para la administracion en forma de aerosoles o pulverizadores son, por ejemplo,
soluciones, suspensiones o emulsiones de los compuestos de la memoria descriptiva o sus sales fisiol6gicamente
tolerables en un disolvente farmacéuticamente aceptable, tal como etanol o agua, o una mezcla de dichos
disolventes. Si se desea, la formulacion también puede contener adicionalmente otros adyuvantes farmacéuticos
tales como tensioactivos, emulsionantes y estabilizantes, asi como un propulsor. De modo ilustrativo, la
administracion puede ser mediante el uso de un dispositivo de administracion de un solo uso, un nebulizador de
bruma, un inhalador en polvo activado por respiracion, un inhalador de dosis medida en aerosol (MDI) o cualquier
otro de los numerosos dispositivos de liberacion nebulizadores disponibles en la técnica. Adicionalmente, también
puede usarse la administracion con mascara o directa a través de tubos endotraqueales.

Ejemplos de transportadores para administracion mediante superficies mucosas dependen de la via particular, por
ejemplo, oral, sublingual, intranasal, etc. Cuando se administran por via oral, los ejemplos ilustrativos incluyen
grados farmacéuticos de manitol, almidon, lactosa, estearato de magnesio, sacarido sodico, celulosa, carbonato de
magnesio y similares, siendo preferido el manitol. Cuando se administran por via intranasal, los ejemplos ilustrativos
incluyen polietilenglicol, fosfolipidos, glicoles y glicolipidos, sacarosa y/o metilcelulosa, suspensiones en polvo con o
sin agentes formadores de volumen tales como lactosa y conservantes tales como cloruro de benzalconio, EDTA. En
un ejemplo particularmente ilustrativo, el fosfolipido 1,2 dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) se usa como un
transportador acuoso isotonico a aproximadamente 0,01-0,2 % para administracion intranasal del compuesto de la
memoria descriptiva sujeto a una concentracion de aproximadamente 0,1 a 3,0 mg/ml.

Por ejemplo, para administracion parenteral, las composiciones farmacéuticas pueden formularse ventajosamente
como soluciones, suspensiones o emulsiones con disolventes, diluyentes, solubilizantes o emulsionantes, etc.,
adecuados. Los disolventes adecuados son, sin limitacion, agua, solucién salina fisiolégica o alcoholes, por ejemplo,
etanol, propanol, glicerol, ademéas también soluciones en azlcar tales como glucosa, azlcar invertido, sacarosa o
soluciones de manitol, o como alternativa mezclas de los diversos disolventes mencionados. Las soluciones o
suspensiones inyectables pueden formularse de acuerdo con la técnica conocida, usando cualquier diluyente o
disolvente no toxico parenteralmente aceptable adecuado, tal como manitol, 1,3-butanodiol, agua, soluciéon de
Ringer o solucion isotonica de cloruro de sodio, 0 agentes de suspension y humectacion o dispersantes adecuados,
tales como aceites estériles, insipidos, no volatiles, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos y acidos grasos
incluyendo acido oleico. Los compuestos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos de la memoria
descriptiva también pueden liofilizarse y el liofilizado obtenido usarse, por ejemplo, para la produccion de
preparaciones para inyeccion e infusién. Por ejemplo, un ejemplo ilustrativo de un transportador para uso
intravenoso incluye una mezcla de USP etanol al 10 %, USP propilenglicol al 40 % o polietilenglicol 600 y el agua
para inyeccion (WFI) USP en equilibrio. Otros transportadores ilustrativos para el uso intravenoso incluyen USP
etanol al 10 % y USP WFI; trietanolamina al 0,01-0,1 % en WFI USP; o dipalmitoil difosfatidilcolina al 0,01-0,2 % en
WFI USP; y escualeno o emulsion de aceite en agua vegetal parenteral al 1-10 %. El agua o soluciones salinas y
dextrosa acuosa y soluciones de glicerol pueden emplearse preferentemente como transportadores, particularmente
para soluciones inyectables. Los ejemplos ilustrativos de transportadores para uso subcutaneo o intramuscular
incluyen solucion salina tamponada con fosfato (PBS), dextrosa al 5% en WFI y trietanolamina 0,01-0,1 % en
dextrosa al 5 % o cloruro de sodio al 0,9 % en WFI USP o una mezclade 1 a2 o de 1 a 4 de etanol USP al 10 %,
propilenglicol al 40 % y la solucién isoténica aceptable en equilibrio tal como dextrosa al 5 % o cloruro de sodio al
0,9 %; o dipalmitoil fosfatidilcolina al 0,01-0,2 % en WFI USP y de 1 al 10 % de escualeno o emulsiones de aceite en
agua vegetal parenteral.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2596 977 T3

Cuando se prefieren formulaciones acuosas, estas pueden comprender uno 0 mas tensioactivos. Por ejemplo, la
composicion puede estar en forma de una dispersion micelar que comprende al menos un tensioactivo adecuado,
por ejemplo, un tensioactivo de fosfolipido. Ejemplos ilustrativos de fosfolipidos incluyen diacil fosfatidil gliceroles,
tales como dimiristoil fosfatidil glicerol (DPMG), dipalmitoil fosfatidil glicerol (DPPG), y distearoil fosfatidil glicerol
(DSPG), diacil fosfatidil colinas, tal como dimiristoil fosfatidilcolina (DPMC), dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), y
distearoil fosfatidilcolina (DSPC); acidos diacil fosfatidicos, tales como &cido dimiristoil fosfatidico (DPMA), acido
dipanitoil fosfatidico (DPPA), acido distearoil fosfatidico (DSPA); y diacil fosfatidil etanolaminas tales como dimiristoil
fosfatidil etanolamina (DPME), dipalmitoil fosfatidil etanolamina (DPPE) y distearoil fosfatidil etanolamina (DSPE).
Tipicamente, una proporcion molar de sustancia tensioactiva:activa en una formulacion acuosa sera de
aproximadamente 10:1 a aproximadamente 1:10, mas tipicamente de aproximadamente 5:1 a aproximadamente 1:5,
sin embargo, cualquier cantidad eficaz de tensioactivo puede usarse en una formulaciéon acuosa para adecuar mejor
los objetivos especificos de interés.

Cuando la administracion se realiza por via rectal en forma de supositorios, estas formulaciones pueden prepararse
mezclando los compuestos de acuerdo con la memoria descriptiva con un excipiente no irritante adecuado, tal como,
manteca de coco, ésteres de glicéridos sintéticos o polietilenglicoles, que son sélidos a temperaturas ordinarias, pero
se licuan y/o se disuelven en la cavidad rectal para liberar el farmaco.

Los trasportadores adecuados para microcapsulas, implantes o varillas son, por ejemplo, copolimeros de acido
glicdlico y acido lactico.

Un experto en la técnica reconocera que la descripcion anterior es ilustrativa en lugar de exhaustiva. De hecho, los
expertos en la técnica conocen bien muchas técnicas de formulaciones adicionales y excipientes y soluciones
transportadoras farmacéuticamente aceptables, asi como el desarrollo de la dosificacion adecuada y regimenes de
tratamientos para uso de las composiciones particulares descritas en el presente documento en diversos regimenes
de tratamiento.

Adicionalmente, existen varios métodos bien conocidos de introduccién de acidos nucleicos (por ejemplo, agentes
antisentido y ARNi) en células animales, cualquiera de los cuales puede usarse en el presente documento. En el
caso mas simple, el acido nucleico puede inyectarse directamente en la célula diana/tejido diana. Otros métodos
incluyen la fusion de la célula receptora con protoplastos bacteriales que contengan el acido nucleico, el uso de
composiciones como cloruro de calcio, cloruro de rubidio, cloruro de litio, fosfato de calcio, DEAE dextrano, lipidos
catiénicos o liposomas o métodos de tipo endocitosis mediada por receptores, bombardea con particulas biolisticas,
(método de “pistola génica”), infeccion con vectores viricos, por ejemplo, como se exhibe en el presente documento,
electroporacion y similares. Otras técnicas 0 métodos que son adecuados para administrar las moléculas de acido
nucleico en las células diana incluyen la administraciéon continua de una molécula NA de microesferas poliméricas de
poli (acido lactico-Co-Glicdlico) o la inyeccién directa de una o mas moléculas NA protegidas (estabilizadas) en
microbombas que suministran el producto. Otra posibilidad es el uso de microesferas biodegradables de liberacion
de farmaco implantables. También se contempla la encapsulacion de NA en diversos tipos de liposomas
(inmunoliposomas, liposomas (inmuno) PEGilados), lipidos y polimeros catidnicos, nanoparticulas o dendrimeros,
microesferas poliméricas de poli (acido lactico co-glicélico), microesferas biodegradables de liberacién de farmaco
implantable, etc.; y coinyeccion de NA con un agente protector como acido aurintricarboxilico inhibidor de nucleasa.
Serd obvio que también pueda usarse una combinacion de diferentes modos y métodos de administracion
anteriormente mencionados.

Un método preferido de administracion intracelular de los agentes antisentido y de los agentes de ARNi desvelados
en el presente documento, puede incluir la infeccién con vectores viricos como se explica en el presente documento.
En dicho método, un vector virico recombinante como se explica en el presente documento, se pone en contacto con
una célula hospedadora, tal como introduciéndose (por ejemplo, local o sistematicamente) en un organismo
hospedador, e incubandose en condiciones favorables para la infeccién virica y, por tanto, hace uso de la capacidad
natural de un virus para infectar una célula. Por ejemplo, un retrovirus obtiene la entrada en una célula hospedadora
mediante la interaccién de una proteina retrovirica con una proteina transmembrana que actGa como un receptor
sobre la superficie de la célula hospedadora. Otra estrategia de suministro mediada por vectores viricos de los
agentes antisentido y ARNi como se desvela en el presente documento puede incluir una técnica basada en la
entrada celular fisica tal como, por ejemplo, el uso de ultrasonido y microburbujas en combinacién con suministro
mediado por vectores viricos como se describe en el documento WO 2006/129080.

Otros modos de suministro de acidos nucleicos tales como agentes antisentido y agentes de ARNi, pueden emplear
métodos previamente publicados. Por ejemplo, el suministro intracelular de los acidos nucleicos puede ser mediante
una composicion que comprenda una mezcla de la molécula de acido nucleico y una cantidad eficaz de un
copolimero de bloque. Un ejemplo de este método se describe en el documento US 2004/0248833.

Otros métodos de suministro de acidos nucleicos en los ndcleos se describen en Mann et al. 2001 (Proc Natl Acad
Science 98(1): 42-47) y en Gebski et al. 2003 (Human Molecular Genetics 12(15): 1801-1811).
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Un método para introducir una molécula de acido nucleico en una célula mediante un vector de expresion bien como
ADN desnudo o formando complejo con transportadores lipidicos se describe en el documento US 6.806.084.

Puede ser deseable administrar una molécula de acido nucleico en un sistema de dispersién coloidal. Los sistemas
de dispersiéon coloidales incluyen complejos de macromolécula, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas
basados en lipidos incluyendo emulsiones de aceite en aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas o
formulaciones de liposomas. Los liposomas son vesiculas de membrana artificiales que son Utiles como vehiculos de
suministro in vitro o in vivo. Estas formulaciones pueden tener caracteristicas de carga neta catiénica, anidnica o
neutra y son caracteristicas Utiles con métodos de suministro in vitro, in vivo y ex vivo. Se ha observado que
vesiculas unilaminadas (VUL) grandes, cuyo tamafio varia de 0,2-4,0 PHI.m pueden encapsular un porcentaje
sustancial de un tampon acuoso que contenga macromoléculas grandes. EI ARN y el ADN pueden encapsularse en
el interior acuoso y suministrarse a las células en una forma biolégicamente activa (Fraley et al. 1981 (Trends
Biochem ScL 6: 77)).

Para que un liposoma sea un vehiculo de transferencia génico eficaz, debe presentar las siguientes caracteristicas:
(1) encapsulacién de la molécula de acido nucleico de interés a alta eficacia sin comprometer su actividad bioldgica;
(2) union preferencial y sustancial a una célula diana en comparacion con células no diana; (3) suministro del
contenido acuso de la vesicula en el citoplasma de la célula diana a alta eficacia y (4) expresién precisa y eficaz de
la informacién genética (Mannino et al. 1988 (Biotechniques 6: 682).

La composicion del liposoma es normalmente una combinacion de fosfolipidos, particularmente fosfolipidos de alta
temperatura de transicion de fase normalmente en combinacién con esteroides, especialmente colesterol. También
pueden usarse otros fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, de la
fuerza ionica y de la presencia de cationes divalentes.

Como alternativa, la molécula de &cido nucleico puede combinarse con otros transportadores o diluyentes
farmacéuticamente aceptables para producir una composicion farmacéutica. Los transportadores y diluyentes
adecuados incluyen soluciones salinas isoténicas, por ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato. La
composicion puede formularse para la administracion parenteral, intramuscular, intravenosa, subcutanea,
intraocular, oral o transdérmica.

Las vias de administracion descritas pretenden Unicamente ser una orientaciéon dado que un experto en la materia
podra determinar facilmente la via de administracién éptima y cualquier dosificacion para cualquier animal o estado
particular. Se han intentado estrategias mdltiples para introducir material genético nuevo funcional en las células,
tanto in vitro como in vivo (Friedmann 1989 (Science 244: 1275-1280)). Estas estrategias incluyen la integracion del
gen a expresar en los retrovirus modificados (Friedmann 1989, citado anteriormente; Rosenberg 1991 (Cancer
Research 51(18), supl.: 5074S-5079S)); integracidn en vectores no retroviricos (Rosenfeld et al. 1992 (Cell 68: 143-
155); Rosenfeld et al. 1991 (Science 252: 431-434)); o la administracién de un transgén ligado a un elemento
potenciador promotor heter6logo mediante liposomas (Friedmann 1989, citado anteriormente; Brigham et al. 1989
(Am J Med Sci 298: 278-281); Nabel et al. 1990 (Science 249: 1285-1288); Hazinski et al. 1991 (Am J Resp Cell
Molec Biol 4: 206-209); y Wang y Huang 1987 (Proc Natl Acad Sci USA,84: 7851-7855)); acoplados a sistemas de
transporte basados en cationes, especificos de ligando acoplados (Wu y Wu 1988 (J Biol Chem 263: 14621-14624))
o el uso de ADN desnudo, vectores de expresion (Nabel et al. 1990, citado anteriormente); Wolff et al. 1990 (Science
247: 1465-1468)). La inyeccion directa de transgenes en el tejido produce solo expresion localizada (Rosenfeld
1992, citado anteriormente; Rosenfeld et al. 1991, citado anteriormente; Brigham et al. 1989, citado anteriormente;
Nabel 1990, citado anteriormente; y Hazinski et al. 1991, citado anteriormente). El grupo de Brigham et al. (Am J
Med Sci 298: 278-281 (1989) y Clinical Research 39 (resumen) (1991)) han publicado la transfeccion in vivo
Unicamente de pulmones de ratones después de administracion intravenosa o intratraqueal de un complejo de ADN-
liposoma. Un ejemplo de un articulo de revista de procedimientos de terapia génica en seres humanos es: Anderson
1992 (Science 256: 808-813).

Las formulaciones farmacéuticas como se desvela en el presente documento, pueden presentarse
convenientemente en forma de dosificacion unitaria, pueden prepararse de acuerdo con técnicas convencionales
muy conocidas en la industria farmacéutica. Dichas técnicas pueden incluir en general la etapa de asociar los
principios activos con el transportador o transportadores farmacéuticos o excipiente o excipientes. En general las
formulaciones se preparan asociando uniformemente y de modo intimo los principios activos con transportadores
liquidos o transportadores sélidos finamente divididos o ambas cosas, y después, si fuera necesario, dar forma al
producto.

Las sustancias presentes activas pueden usarse en combinacién o en solitario con cualquier otro ingrediente
farmacéutica o biolégicamente activo, particularmente que sea adecuado para el tratamiento de enfermedades como
las que se indican en el presente documento (“terapia de combinacién”). Las terapias de combinacién contempladas
en el presente documento pueden comprender la administracion de al menos una sustancia activa de la presente
memoria descriptiva y al menos otro principio farmacéutica o biolégicamente activo. Dicha sustancia (o sustancias)
presentes activas y dicho ingrediente (o ingredientes) farmacéutico o biolégicamente activo puede administrarse en
cualquiera de las mismas o diferentes formulaciones farmacéuticas, de manera simultdnea o secuencial en cualquier
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orden.

La dosificacion o cantidad de las sustancias activas presentes usadas, opcionalmente en combinacién con uno o
mas de otros compuestos activos a administrar, depende del caso individual y debe adaptarse normalmente a las
circunstancias individuales para conseguir un efecto 6ptimo. Por tanto, depende de la naturaleza y de la gravedad
del trastorno que se vaya a tratar y también del sexo, edad, peso corporal, salud general, dieta, modo y tiempo de
administracion y de la respuesta individual del ser humano o animal a tratar, sobre la via de administracion, eficacia,
estabilidad metabdlica y duracion de la accion de los compuestos que se utilicen o si de la terapia es aguda o
cronica o profilactica, o de si se administran otros compuestos activos ademas del agente o los agentes de la
memoria descriptiva.

Sin limitacién, dependiendo del tipo y de la gravedad de la enfermedad, una dosificacién diaria tipica podria variar de
aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg de peso corporal o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Para administraciones repetidas sobre diversos dias o mas, dependiendo de la afeccion, el
tratamiento se mantiene hasta que se produzca una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Una
dosificacién preferida de la sustancia activa de la memoria descriptiva puede estar en el intervalo de
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal. Por tanto, una o mas dosis de
aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacion de las mismas) puede
administrarse al paciente. Dichas dosis pueden administrarse intermitentemente, por ejemplo, cada semana, o cada
dos o tres semanas.

En una realizacion, una composicién farmacéutica puede comprender entre aproximadamente 10nM vy
aproximadamente 1 pM, preferentemente entre aproximadamente 20 nM y aproximadamente 600 nM, tal como, por
ejemplo, de aproximadamente 100nM o aproximadamente 200nM, o aproximadamente 300nM, o
aproximadamente 400 nM o aproximadamente 500 nM de agente antisentido o agente ARNi como se explica en el
presente documento.

Excepto cuando se indica, “sujeto” o “paciente” se usan indistintamente y se refieren a animales, preferentemente
animales de sangre caliente, mas preferentemente vertebrados, incluso mas preferentemente mamiferos, incluso
mas preferentemente primates, y especificamente incluye pacientes humanos y mamiferos no humanos y primates.
Los pacientes preferidos son sujetos humanos.

Como se usa en el presente documento, una frase tal como “un sujeto que necesite el tratamiento” incluye sujetos
que se beneficiarian del tratamiento de una afeccién determinada, particularmente de la distrofia muscular
facioescapulohumeral (FSHD) o un tumor, tal como preferentemente un sarcoma, tal como mas preferentemente un
sarcoma seleccionado de la familia de tumores de Ewing, sarcomas infantiles de tejidos blandos indiferenciados y
rabdomiosarcomas. Dichos sujetos pueden incluir, sin limitacién, aquellos a los que se ha diagnosticado dicha
afeccion, aquellos que estan propensos a contraer o desarrollar dicha afeccién y/o aquellos en los que va a
prevenirse dicha afeccion.

Los términos “tratar” o “tratamiento” incluyen tanto tratamiento terapéutico de una enfermedad ya desarrollada o
afeccion, tal como la terapia de un FSHD o tumor ya desarrollado, tal como preferentemente un sarcoma, tal como
mas preferentemente un sarcoma seleccionado de los tumores de la familia de Ewing, sarcomas infantiles de tejidos
blandos indiferenciados y rabdomiosarcomas, asi como mediciones profilacticas o preventivas, en el que el objetivo
es prevenir o disminuir las probabilidades de la incidencia de la dolencia no deseada, tal como prevenir la
probabilidad de contraccién y progresion de FSHD o un tumor, tal como preferentemente un sarcoma, tal como mas
preferentemente un sarcoma seleccionado de la familia de tumores de Ewing, sarcomas infantiles de tejidos blandos
indiferenciados y rabdomiosarcomas. Los resultados clinicos beneficiosos o deseados pueden incluir, sin limitacion,
el alivio de uno o méas sintomas o de uno o mas marcadores bioldgicos, la disminucién del grado de la enfermedad,
estabilizar (es decir no empeorar) la patologia, retrasar o ralentizar la progresion de la enfermedad, la mejora o paliar
la patologia y similar. “Tratamiento” también puede significar prolongar la supervivencia en comparacion con la
supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

La expresion “cantidad profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un compuesto activo o agente
farmacéutico que inhibe o retrasa en un sujeto la aparicién de un trastorno que busca un investigador, un veterinario,
médico u otro especialista clinico. La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” como se usa en el presente
documento, se refiere a una cantidad de compuesto activo o agente farmacéutico que suscita la respuesta bioldgica
0 medicinal en un sujeto que esta buscando un investigador, veterinario, médico u otro especialista clinico, que
puede incluir entre otras cosas el alivio de los sintomas de la enfermedad o afecciéon que se esté tratando. En la
técnica se conocen métodos para determinar dosis terapéutica y profilacticamente eficaces de los compuestos de la
presente invencion.

La referencia a “enfermedades o afecciones que comprenden niveles aumentados y/o actividad aumentada de la
doble homeocaja 4 y/o doble homeocaja 4c” generalmente incluye enfermedades y afecciones en las que el nivel y/o
actividad de DUX4 y/o DUX4c esta aumentado en cualquier grado (medible) en comparacion con un estado no
patolégico de referencia, tal como sin limitacion aumentado en al menos aproximadamente 10 %, por ejemplo, en al
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menos aproximadamente 20 %, preferentemente en al menos aproximadamente 30 %, por ejemplo, en al menos
aproximadamente 40 %, mas preferentemente en al menos aproximadamente 50 %, por ejemplo, en al menos
aproximadamente 75 %, incluso mas preferentemente en al menos aproximadamente 100 %, por ejemplo, en al
menos aproximadamente 150 %, 200 %, 250 %, 300 %, 400 % o en al menos aproximadamente 500 %, en
comparacién con un estado de no enfermedad de referencia. El término también incluye situaciones en las que un
estado no enfermo de referencia comprende un nivel no demostrable y/o actividad de DUX4 y/o DUX4c mientras que
un estado de enfermedad comprende algin nivel demostrable y/o actividad de DUX4 y/o DUX4c. El nivel y/o
actividad de DUX4 y/o DUX4c puede aumentarse en cualquiera de las células, tejidos y/u érganos de un paciente,
preferentemente en las células, tejidos y/u érganos relevantes para o verse afectado en una enfermedad o afeccién.
Por ejemplo, el nivel y/o actividad de DUX4 y/o DUX4c puede aumentarse en células de musculo y tejidos de
musculo, tales como, por ejemplo, en mioblastos y/o en miocitos, en musculos blandos y/o en musculos estriados tal
como musculos esqueléticos o cardiacos, etc.

El nivel de DUX4 y/o DUX4c puede medirse en cualquiera de una o mas fases, tal como la fase de pre-ARNm o
ARNm (por ejemplo, mediante RT-PCR cualitativa o cuantitativa) y/o proteina (por ejemplo, métodos de
inmunoensayo). La actividad de la proteina de DUX4 y/o DUX4c puede medirse mediante cualquier ensayo
bioquimico o celular adecuado, por ejemplo, medir su potencial de transactivacion sobre dianas conocidas.

La distrofia muscular facioescapulohumeral (FSHD, FSHMD o FSH) también conocida como distrofia muscular de
Landouzy-Dejerine incluye todas las enfermedades y afecciones conocidas en estas designaciones en la técnica.
Mas particularmente, la FSHD como se pretende en el presente documento es un trastorno muscular dominante
autosdmico genéticamente ligado a contracciones de la matriz de repeticion de D4Z4 sobre la regién subtelomérica
4935, mas particularmente en la que los pacientes con FSHD tienen entre 1 y 10 copias de D4Z4, tal como, por
ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 copias. También particularmente, la FSHD puede ligarse con el alelo 4gA, incluso mas
particularmente con los alelos permisivos 4A161, 4A161L, 4A159 o 4A168.

Ademas, aunque un pequefio grupo de pacientes con un fenotipo FSHD tipico presente mas de 10 copias del
elemento D4Z4, estos pacientes muestran un nivel de metilacion de ADN por debajo de lo normal a la repeticion,
similar al encontrado en las matrices D4Z4 contraidas. Por consecuencia, la FSHD puede concluirse generalmente
cuando se observa hipometilacion de ADN en la repeticion D4Z4, independientemente del nimero de unidades
D4ZzA4.

Las enfermedades o afecciones cuyo tratamiento puede beneficiarse de la reduccion de la expresion de la doble
homeocaja 4 y/o doble homeocaja 4c también incluyen especificamente aquellas que comprenden la expresion de
fragmentos o variantes de DUX4 y/o DUX4c, mas particularmente la expresién de proteinas de fusién entre DUX4 o
DUX4c (preferentemente DUX4) y otras proteinas no relacionadas, mas preferentemente, dichas proteinas de fusion
gue comprenden el fragmento C-terminal de DUX4 o DUX4c (preferentemente DUX4), incluso mas preferentemente
dichas proteinas de fusion con CIC, un homologo humano de Drosophila capicua, o con EWSRL1. Dichas proteinas
de fusién se expresan normalmente como un resultado de reordenamientos cromosomicos y favorecen la
proliferacién celular y, por tanto, puede causar tumores, tales como en particular tumores de la familia de Ewing
(EFT) (Kawamura-Saito et al. 2006, citado anteriormente) y sarcomas infantiles de tejidos blandos indiferenciados
(Yoshimoto et al. 2009, citado anteriormente) y rabdomiosarcomas (Sirvent et al. 2009, citado anteriormente),
respectivamente. Por tanto, dichos ARNm de fusion incluyen los elementos de secuencia de los genes DUX4 o
DUX4c (preferentemente el gen DUX4) a los que se dirigen agentes antisentido y/o agentes de ARNi como se
describe en el presente documento, pudiendo reducir estas herramientas la expresion de dichas proteinas de fusién
de forma similar a como reducen la expresion de la longitud completa de la proteina DUX4 o DUX4c. Por tanto, las
enfermedades y afecciones que se pretenden en el presente documento también incluyen tumores, mas
particularmente sarcomas, incluso mas particularmente los tipos de tumor anteriormente mencionados. Como se usa
en el presente documento, el término “tumor” se refiere a una masa anémala de tejido que resulta de una divisién
celular excesiva. Un tumor comprende “células tumorales” que son células neoplasicas con propiedades de
crecimiento anémalas y que pueden también comprender “células no tumorales asociadas a tumor”, por ejemplo,
células vasculares que forman vasos sanguineos para dar aporte al tumor. Un tumor puede ser benigno o maligno.
El término “sarcoma” incluye tipos tumorales que implican células de tejido conectivo, tal como, por ejemplo, sin
limitacion, hueso, cartilago, adipocitos, misculos y vasos sanguineos.

Los aspectos anteriores y realizaciones se ofrecen adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Ejemplo 1: los oligonucledtidos antisentido dirigidos contra elementos de secuencia implicados en el corte y
empalme del pre-ARNm de DUX4 son muy eficaces en la regulacién negativa de la expresion de la doble homeocaja
4.

Se disefiaron oligémeros antisentido (OA) basandose en la secuencia de la UTR 3’ del gen DUX4 (Figura 1). Los 7

OA incluyen uno (JSR 1521 pLAM2A) dirigido contra las posiciones -7+18 del limite intron 1-exén 2 de DUX4
(incluyendo el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 1), y seis OA dirigidos contra el limite intron 2-exén 3 de
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DUX4 (incluyendo el sitio aceptor del corte y empalme del intrén 2), indicado como JSR 1522 pLam3A (-7+18),
JSR1523 pLAM3A (-12+13), JSR1524 pLAM3A (-2+23), JSR1696 pLAM3A (-7+18), JSR1719 pLAM3A (-12+18) y
JSR1720 pLAM3A (-17+13). Como control negativo se us6 un OA que se dirige a distrofina.

OA anti-DUX4:

JSR 1521 pLAM2A (-7+18): CUCUCACCGGGCCUAGACCUAGAAG (SEQ ID NO: 16)

JSR 1522 pLam3A (-7+18): UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCA (SEQ ID NO: 17)
JSR1523 pLAM3A (-12+13): ACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAG (SEQ ID NO: 18)
JSR1524 pLAM3A (-2+23): CGGGGUGCGCACUGCGCGCAGGUCU (SEQ ID NO: 19)
JSR1696 pLAM3A (-7+18): UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCA (SEQ ID NO: 17)
JSR1719 pLAM3A (-12+18): UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAG (SEQ ID NO: 20)
JSR1720 pLAM3A (-17+13): ACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAGCGGGC (SEQ ID NO: 21)

OA que se dirigen a distrofina (controles negativos)

JSR 1662 mMGMCSF3A (-05+20): UCCCACAGAAGCUAACAUGUGUGCAGAC

Todos los OA usados en este ejemplo tenian una estructura 2’-O-metil fosforotioato. Se usdé OA que tenia estructura
morfolino fosforodiamidato con resultados al menos comparables o superiores. Se usaron OA conjugados con un
péptido penetrador de células (PPC) con resultados superiores o al menos comparables.

Ensayo de mioblastos de ratén C2C12 que expresan de manera transitoria Dux4

La eficacia de los oligonucledtidos antisentido (OA) contra el pre-ARNm de DUX4 se evalué en la expresion
transitoria en mioblastos de ratdbn C2C12 cultivados in vitro. Estas células se transfectaron con el vector de
expresion pClneo-DUX4 que contenia la region codificante DUX4 del dltimo elemento D4Z4 y la regién pLAM
flanqueante bajo el fuerte promotor del CMV.

Se sembraron 10° mioblastos de ratén C2C12 por pocillo de placas de 6 pocillos y se cultivaron a 37 °C y con CO; al
5 % en DMEM, suero bovino fetal al 10 % oro (PAA), antibioticos al 1 % (penicilina, estreptomicina, fungizona). Se
transfectaron 24 horas después con 500 ng por pocillo de vector de expresion pClneo-DUX4 en solitario o
combinado con el OA indicado. El control negativo es OA 1662 que se dirige al ARNm de distrofina. El reactivo de
transfeccién fue Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) usado a una proporcidon de 1 pg OA/reactivo 1 pl, y una
concentracion de OA de 600 nM. Las células se lisaron 24 horas después de la transfeccion, y se prepararon
extractos de proteina totales en tampén de muestra LDS NUPAGE® (Invitrogen). 15 ug de extractos de proteinas se
separaron por electroforesis (SDS-PAGE al 12 %), y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. El DUX4 (52
kDa) se detectd en esta transferencia de Western con el anticuerpo monoclonal 9A12 seguido por anticuerpos 1gG
anti raton acoplados a peroxidasa (HRP) y revelados con el kit Lumi-Light (Roche) detectado en una pelicula.
Después de separar estos anticuerpos, se incubd la misma membrana con un anticuerpo anti actina para
proporcionar un control de carga. El anticuerpo monoclonal de ratéon (MAb 9A12) se indujo como se describe en Dixit
et al. 2007 (anteriormente) dirigido contra la parte de carboxilo terminal de DUX4. Aunque este anticuerpo reacciona
en cruzado con DUX4c, las dos proteinas pueden diferenciarse facilmente en la transferencia de Western
basandose en sus pesos moleculares aparentes diferentes, es decir 52 kDa para DUX4 y 47 kDa para DUX4c

En la Figura 9 se muestran los resultados. No pudo detectarse ninguna proteina DUX4 (flecha) por transferencia de
Western usando el anticuerpo monoclonal 9A12 seguido de la adicion de diferentes OA dirigidos contra pre-ARNm
de DUX4. A diferencia de la proteina DUX4 que se expresé claramente en el OA dirigido contra el pre-ARNm de
distrofina o en ausencia de OA.

Ensayo de mioblastos de ratén C2C12 que expresan de manera transitoria Dux4 o Dux4c

Otro experimento demuestra, usando la estrategia de expresion transitoria explicada anteriormente, que el OA 1524
puede conseguir regulacion negativa especifica de la expresion de DUX4 sin afectar a la expresion de la proteina
DUX4c (Figura 10). Células C2C12 se transfectaron con bien el vector de expresion pClneo-DUX4 o pClneo-DUX4c,
en solitario o con diferentes concentraciones de OA 1524 que se dirige al ARNm DUX4 o el OA 1662 control
negativo (concentracion de 600 nM). Las proteinas DUX4 y DUX4c se detectaron en una transferencia de Western
de extractos de proteina celular como se describe anteriormente. En este experimento, OA 100 nM (en recuadro en
la Figura 10) sustancialmente suprimié la deteccién de la proteina DUX4 en la transferencia de Western pero no
afecto a los niveles de DUX4c, demostrando de este modo la especificidad del direccionamiento por este OA.

Ensayo de mioblastos de ratén C2C12 que expresan de manera transitoria Dux4 y Dux4c

Se obtuvieron resultados similares en un experimento de cotransfeccion en células C2C12 usando los vectores de
expresion pClneo DUX4 y DUX4c, de tal manera que ambos ARNm estaban presentes simultaneamente en las
mismas células. Las células C2C12 se cotransfectaron con vectores de expresién pClneo-DUX4 y pClneo-DUX4c,
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con diferentes concentraciones de OA 1524 que se dirige al ARNm de DUX4, o el control negativo OA 1662 (600
nM). Las proteinas DUX4 y DUX4c se detectaron en una transferencia de Western de extractos de proteina celular
como se ha descrito anteriormente. En este experimento, OA 150 nM (Figura 11) suprimié sustancialmente la
deteccion de la proteina DUX4 en la transferencia de Western pero no afecto a los niveles de DUX4c, corroborando
por lo tanto adicionalmente la especificidad del direccionamiento por este OA.

En estudios de cotransfeccion analogos usando el otro OA, también se demostré especificidad comparable para
DUX4 para OA 1522 y 1523 (usando OA 150 nM, véase la Figura 12) y OA 1521 (usando OA 50 nM, no mostrado).
Ademas, concentraciones mas bajas en este experimento consiguen especificidad comparable para OA1719 y 1720.

Ensayo de mioblastos primarios FSHD que expresan de manera endégena DUX4

Para ensayar la eficacia de los OA 1521 pLAM2A (-7+18) y 1523 pLAM3A (-12 + 13) sobre la expresion de DUX4
enddgena, se transfectaron mioblastos FSHD primarios con 1521 pLAM2A (-7+18) 50 nM o con 1523 pLAM3A (-
12+13) 150 nM o con 600 nM del OA de control negativo (cn-OA; JSR 1662 mGMCSF3A (-5+20)). La diferenciacion
se indujo 4 horas después de la transfeccion y tres dias después los miotubos se lisaron para la extraccion de ARN
total. Se realizé transcripcion inversa (RT, reverse transcription) en 500 ng de ARN total de miotubo tratado con
DNasa usando el kit FirstChoice®RLM-RACE (Ambion). Se amplificaron 5 ul del ADNc resultante por PCR anidada
con cebadores que previamente se ha mostrado que son especificos de la UTR3' del ARNm de DUX4 (Dixit et al.
2007., citado anteriormente). Se uso la amplificacion de ARNm GAPDH como un control interno. Los productos RT-
PCR se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. Se realiz6 una densitometria de las bandas para
cuantificacion. Los datos se normalizaron a niveles de ARNm GAPDH.

La Figura 29 muestra que el fragmento de ADN esperado de 550 pb se detectaba en miotubos FSHD tratados con
cn-OA 'y a 30 % y 50 % de intensidad reducida en células tratadas con los OA 1521 pLAM2A(-7+18) (Figura 29a) o
1523 pLAM3A (-12+13) (Figura 29b), respectivamente. Este amplicon también se observé en el control positivo, es
decir, células C2C12 transfectadas con pGEM42, pero no en los controles negativos, es decir, células C2C12
transfectadas con el vector pPGEM vacio, o mioblastos primarios de un donante sano, o después de la omision de la
transcriptasa inversa. Los productos RT-PCR se clonaron y se secuenciaron para confirmar la amplificacion del
ARNmM de DUX4 (datos no mostrados).

Ejemplo 2: el ARNic (ARN de interferencia corto) dirigido contra la region UTR3’ del ARNm de DUX4 o DUX4c
consigue silenciamiento especifico de la expresién de DUX4 o DUX4c

Se desarrollaron agentes de ARNic anti DUX4 basandose en y que comprendian las siguientes secuencias de
ARNmM de DUX4

ARNic-DUX41: acaccuggcuggcuacgga (SEQ ID NO: 47)

ARNic-DUX42: ggucuaggcccggugagag (SEQ ID NO: 48)

ARNic-DUX43: ccuggauuagaguuacauc (SEQ ID NO: 49).

Se desarrollaron agentes de ARNic anti-DUX4c¢ basandose en las siguientes secuencias de ARNm DUX4c:

ARNic-DUX4cl: ccagaguuucagcaaaagg (SEQ ID NO: 56);

ARNic-DUX4c2: ggagggcugucauucuuuc (SEQ ID NO: 57);

ARNic-DUX4c3: gcguucuucagucgaguug (SEQ ID NO: 58).
Las células se transfectaron usando el “Kit Iniciador Silenciador de ARNic” (Ambion) que contenia el agente de
transfeccion Si-PORT™ NeoFX™ (Ambion). Se usaron células TE671 (células procedentes de un rabdomiosarcoma
alveolar humano) para las transfecciones, usando el método “inverso” recomendado por el proveedor, en el que el
reactivo de transfeccion se introduce en la placa de cultivo antes de sembrar las células. Este método fue tres veces
superior al método tradicional en nuestras manos. Las condiciones de transfeccién se optimizaron usando ARNic
anti-GAPDH control suministrado con el kit anterior. Las condiciones optimizadas incluian 2 pl de reactivo SIPORT™

NeoFX™, ARNic 10 nM y una densidad de 5 x 10* células/ml.

Ensayo de una linea celular TE671 con un transgén DUX4c inducible

La eficiencia del ARNic dirigido contra el ARNm DUX4c se ensay6 usando lineas TE671-DUX4c previamente
establecidas. Estas células tenian incorporado el vector de expresion pAC1M2-DUX4c en el que la transcripcion
DUX4c es inducible por doxiciclina (DOX).
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En primer lugar las células se transfectaron usando las condiciones anteriores, que conducen a solo una ligera
inhibicion de DUX4c. Por lo tanto, la concentracion de ARNic se aumenté a 20 nM que no era toxico para las células.

Las células se sembraron a una densidad de 1 x 10° células/pocillo de una placa de cultivo de 6 pocillos y se
transfectaron con ARNic-DUX4cl 20 nm (“ic”) mediante el método de transfeccién inversa (Ambion). 4 horas
después de la transfeccion, la expresion de DUX4c se indujo (“I") afiadiendo 1 mg/ml de doxociclina en el medio de
cultivo. El tercer o quinto dia después de la induccién, las células se lisaron y se analizaron 20 ug de extractos de
proteinas por electroforesis SDS-PAGE (10 %), y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se
incub6 con suero de conejo anti-DUX4c dirigido contra un péptido en el dominio carboxiterminal seguido por un
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa y revelado con el kit de Lite-ABlot® (Euroclone). También se analizé la
expresion de la proteina DUX4c (tincion nuclear) por inmunohistoquimica en células TE-DUX4c transfectadas con
ARNic-DUX4cl. Las células se transfectaron y la expresion de DUX4c se indujo como se ha explicado
anteriormente. El tercer o quinto dia después de la induccién, las células se fijaron en PAF y se incubaron con suero
de conejo anti-DUX4c y anticuerpos secundarios acoplados a un colorante rojo (Alexa Fluor®). Las fotografias se
tomaron con un microscopio de fluorescencia después de seleccionar un campo en el que muchas células eran
visibles con la luz blanca.

Después de tres dias, pudo observarse una disminucion significativa de la cantidad de proteina DUX4c en extractos
de células tratadas con ARNic 1 en comparacion con las células no tratadas asi como por transferencia de Western
(Figura 13A) como por inmunofluorescencia (no mostrada). Después de cinco dias, la expresion de DUX4c aumentd
de nuevo en las células transfectadas (Figura 13A), lo que podria explicarse por una posible degradacién o dilucién
del ARNic con respecto al tiempo. Se habian obtenido datos similares usando ARNic-DUX4c 2 (“ic2”) o 3 (“ic3”) en
comparaciéon con un ARNic de control negativo (“icCN") al 3er dia después de la induccién de la expresiéon de
DUX4c (Figura 13B).

Ensayo de una linea celular TE671 que expresa de manera transitoria DUX4c

Para confirmar los resultados obtenidos sobre la linea TE671-DUX4c estable, se repitid el experimento sobre células
TEG671. Se transfectaron células con el ARNic y cuatro horas después con el vector de expresion pCineo-DUX4c que
contenia el fuerte promotor/potenciador de citomegalovirus.

Las células se transfectaron con ARNic-DUX4c¢ 20 nM (“ic1”, “ic2” y “ic3") o con ARNic de control negativo (“icCN")
usando transfeccion inversa (Ambion) y 4 horas después con el vector pClneo-DUX4c (DUX4c). Se prepararon
extractos de proteina y se fijaron células el tercer dia después de la transfeccion del vector pClneo-DUX4c. Las
metodologias para la transferencia de Western e inmunofluorescencia fueron como se ha expuesto anteriormente.

Una inhibicién de la expresion de DUX4c similar al experimento previo se observd por transferencia de Western
(Figura 14) e inmunofluorescencia (no mostrado). Se seleccioné el ARNic 1 como el mas eficaz.

Ensayo de una linea celular TE671 que expresa de manera transitoria DUX4

Usando metodologia similar como en la seccién anterior (excepto que el gel es un SDS-PAGE al 12 %, el anticuerpo
primario es el anticuerpo monoclonal 9A12), se transfectaron primero células TE671 usando el método de
transfeccion inversa con cada uno de los tres ARNic contra DUX4. Cuatro horas mas tarde, se transfectaron estas
células con el vector de expresion pClneo-DUX4. Tres dias después de la segunda transfeccion, la expresion de
DUX4 desaparecio por completo en células tratadas con ARNic asi como en transferencia de Western (Figura 15)
como en inmunofluorescencia (no mostrado). Se seleccion6 el ARNic 3 para estudios adicionales ya que se dirige a
region particularmente especifica de DUX4.

Especificidad de los ARNic seleccionados

Se transfectaron células TE671 con ARNic-DUX4c (“icDUX4c”™) o ARNic-DUX4 (“icDUX4") (20 nM) usando la
transfeccién inversa y 4 horas después con el vector de expresion pClneo-DUX4 (“DUX4") o pClneo-DUX4c
(“DUX4c"). Los extractos de proteina se prepararon el tercer dia después de la transfeccion con los vectores pCineo
y se revelaron por transferencia de Western con el anticuerpo monoclonal 9A12 y anticuerpos secundarios
acoplados a HRP. Después los anticuerpos se separaron, y se desarrollé la misma membrana con un suero anti-
actina (control interno).

La especificidad del ARNic se confirm6 por la desaparicion, en la transferencia de Western, de bandas
correspondientes al peso molecular de DUX4 o DUX4c seguido de la adicion de su ARNic respectivo y no con el
ARNic de su homologo (Figura 16).

Construccién de vectores de ARNhc (ARN de horquilla corto)

Para ensayar el efecto del ARNic sobre miotubos FSHD, se usaron vectores lentivirales para producir los ARNhc
que se procesan en la célula para producir los ARNic idénticos a los que se seleccionaron (Figura 17). Previamente
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se habia demostrado que los mioblastos y miotubos podian transducirse eficazmente por dichos vectores. Para esto,
ADN sintético correspondiente a las secuencias del ARNic seleccionado (secuencia en sentido + bucle (CTCGAG) +
secuencia antisentido) se insertaron en un vector de expresion que contenia el promotor del gen de histona HI. Por
tanto, la unidad de transcripcion contiene los siguientes elementos: promotor HI --- CCGG (cadena sentido) bucle
(cadena antisentido) TTTTT ---. La transcripcion produce ARNhc que se procesa en ARNic por Dicer (véase la
Figura 18). El gen de ARNhc-H1 se subcloné en un vector pLVTH que contenia todos los elementos necesarios para
la encapsidacion.

Antes de la encapsidacion, se comprobo la eficacia de los vectores pLVTH-ARNhc por transferencia de Western en
células TE671 cotransfectadas con estos vectores y con el vector de expresion pClneo-DUX4 o DUX4c.

La Figura 19 muestra andlisis de transferencia de Western de la expresion de la proteina DUX4 sobre extractos de
células TE671 transfectadas con el vector de expresién pClneo-DUX4 (“TE + DUX4") o con ARNhc-DUX4 (“TE
DUX4 + hcDUX4") o ARNhc-DUX4c (“TE DUX4 + hcDUX4c”) (Fugene 6, Roche Molecular Biochemical). 48 horas
después de la transfeccion, las proteinas se extrajeron y se analizaron 20 pg de estos extractos por electroforesis
SDS-PAGE (12 %), después se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se incubd con MAb
9A12 seguido por anticuerpo secundario acoplado con peroxidasa y se reveld con el kit LiteABlot® (Euroclone).
Después los anticuerpos se separaron, y la misma membrana se reveld con un suero anti actina (control interno). Se
realiz6 analisis de inmunofluorescencia de la expresion de la proteina DUX4c (tincién nuclear) en células TE671
transfectadas solo con el vector pClneo-DUX4c o con ARNhc-DUX4 o ARNhc-DUX4c (Fugene 6). 48 horas después
de la transfeccion, las células se fijaron en PAF al 4 % y se incubaron con anti-DUX4c y un anticuerpo secundario
acoplado a un colorante rojo (Alexa Fluor®) (no mostrado).

Una disminucién en la intensidad de la banda correspondiente a DUX4 52 kDa (Figura 19) y de la sefial DUX4c en
inmunofluorescencia (no mostrada) se confirmé después de la adicién de su respectivo ARNhc.

Una vez demostrada su eficacia, se encapsidaron los vectores pLVTH-ARNhc. Después, se cotransdujeron
mioblastos de control inmortales con lentivirus recombinantes que expresaban cualquiera de DUX4 o DUX4c y
lentivirus recombinantes que expresaban su ARNhc respectivo. 72 horas después de la transduccién, se detectaron
por inmunofluorescencia las proteinas DUX4 y DUX4c usando el anticuerpo monoclonal 9A12. La presencia de
ARNhc en las células se confirmé por la expresion de GFP codificado por el vector ARNhc.

Después de 72 horas, una expresion disminuida de ambas proteinas después de la adicién de sus respectivos
ARNhc fue visible por inmunofluorescencia (no mostrado).

Ensayo de mioblastos primarios FSHD que expresan de manera endégena DUX4

Mioblastos primarios FSHD humanos, que son dificiles de transfectar, se transfectaron después del método de
transfeccién inversa como se describe anteriormente usando el “Kit Iniciador de ARNic Silenciador” (Ambion). Las
condiciones de transfeccion 6ptimas, que definen un reactivo de transfeccion eficaz con baja citotoxicidad para
mioblastos primarios humanos, se configuraron usando ARNic anti-GAPDH control con el kit anterior. 72 horas
después de la transfeccion, las células se recogieron y se separaron 10 ug de extractos de proteina mediante SDS-
PAGE (12 %) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La transferencia de la proteina se confirmé por
tincion de la membrana con rojo amapola. Después de aclarar la membrana, esta se incubd con anticuerpo
monoclonal anti-GAPDH, seguido por un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano picante y revelado
con el sustrato Lumilight (Roche) seguido por deteccion sobre una pelicula fotografica. Las condiciones de
transfeccion 6ptimas incluyeron 4 pl de reactivo SIPORT™ NeoFX™, ARNic 20 nM, y una densidad celular de 10°
células en una placa de cultivo de 35 mm (Figura 22).

Para ensayar la eficacia del ARNic dirigido contra el ARNm DUX4, se transfectaron mioblastos primarios FSHD con
el ARNic usando las condiciones de transfeccion especificadas anteriormente.

Las células se sembraron a una densidad de 10° células en una placa de cultivo de 35 mm y se transfectaron con
ARNic de control o con DUX4-ARNic3 siguiendo el método de transfeccion inversa usando 4 pl de reactivo
SIPORT™ NeoFX™. Se ensayaron 3 concentraciones diferentes de DUX4-ARNic3 (10 nM, 20 nM y 30 nM) para
determinar la mejor concentracién para su uso para reducir la expresion de DUX4 endégeno. Dado que la proteina
DUX4 solo era detectable en miotubos, 4 horas después de la transfeccidn, la diferenciacion de mioblastos se indujo
reemplazando el medio de cultivo por un medio sin suero. Las células se recogieron 72 h después de la
diferenciacion y se realizaron extractos de proteina nuclear. 20 ug de estos extractos de proteina nuclear y 5 ug de
extracto de proteina nuclear de células TE671 que se transfectaron con el vector de expresién pClneo-DUX4 (TE-
DUX4), que se us6 como un control positivo, se separaron por SDS-PAGE (12 %) y se transfirieron sobre una
membrana de nitrocelulosa. La transferencia de la proteina se confirmé por tincion de la membrana con rojo
amapola (no mostrado). Después de aclarar la membrana, se incub6 con el anticuerpo monoclonal 9A12 seguido por
un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rdbano picante y se revel6 con el kit Femto Super Signal
(Pierce) seguido por la deteccidn sobre una pelicula fotografica. Los anticuerpos se separaron después y la misma
membrana se inmunotifié con un anticuerpo monoclonal TBP como un control de carga nuclear.
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Después de tres dias, una disminucion significativa de la cantidad de proteina DUX4, como se indica mediante una
flecha roja, podia observarse en extractos de proteinas de células tratadas con DUX4-ARNic en comparacion con
células tratadas con el ARNic control mediante transferencia de Western (Figura 23).

La eficacia del ARNic que se dirigen a ARNm de DUX4 se confirmé mediante RT-PCR como una disminucion del
ARNmM de DUX4 endégeno en miotubos primarios de FSHD. Mioblastos primarios de FSHD se transfectaron con
DUX4-ARNic 10 nM 3 o ARNic control (30 nM) usando las condiciones de transfeccion especificadas anteriormente.
4 horas después de la transfeccidon, la diferenciacion de mioblastos se indujo como se ha especificado
anteriormente. Después de una diferenciacion durante 3 dias, se extrajo ARN total de los miotubos. Se realizé
transcripcion inversa (RT) en 500 ng de ARN total de miotubo tratado con DNasa usando el kit FirstChoice®RLM-
RACE (Ambion). Se amplificaron 5 pl del ADNc resultante por PCR anidada con cebadores que previamente se
habia demostrado que eran especificos de la UTR3' del ARNm de DUX4 (Dixit et al. 2007, citado anteriormente). Se
us6 amplificacion con ARNm GAPDH como un control interno. Los productos de RT-PCR se analizaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. Se realizé una densitometria de las bandas para la cuantificacion. Los
datos se normalizaron con niveles de ARNm de GAPDH.

Como se muestra en la Figura 30, el fragmento de ADN esperado de 550 pb se detectdé en miotubos FSHD
transfectados con el ARNic control (cn-ARNic) y a una intensidad del 80 % reducida en las células tratadas con
DUX4-ARNic 3. Este amplicon también se ha observado en el control positivo es decir células C2C12 transfectadas
con el vector pGEM42 que contenia dos unidades D4Z4 (Gabriéls et al. 1999. citado anteriormente) pero no en
mioblastos primarios de un donante sano (Cont) o después de la omision de transcriptasa inversa. Los productos de
RT-PCR se clonaron y se secuenciaron para confirmar la amplificacion del ARNm de DUX4 (datos no mostrados).

Ejemplo 3: oligonucleodtidos antisentido adicionales dirigidos contra el pre-ARNm de DUX4

Se disefiaron dos oligdmeros antisentido (OA) adicionales dirigidos contra el pre-ARNm de DUX4 basandose en la
secuencia génica de DUX4. Uno de estos OA, el JSR 2245 pLAM poliA (-13+6), es capaz de unirse a un elemento
de secuencia necesario para la poliadenilacion del ARNm de DUX4. El otro OA, el JSR 2250 pLAM1D (+7 -18 que
rodea el limite exdn-1 intron-1), es capaz de unirse a un elemento de secuencia localizado en la secuencia no
traducida 3' del ARNm de DUX4 entre el codén de terminacion y el primer intrén (véase la Figura 31). Aunque el JSR
2250 pLAM1D se une a un limite exén-intrén, en un experimento inicial no parece interferir con el corte y empalme
de DUX4.

JSR 2245 pLAM poliA (-13+6): GGGCAUUUUAAUAUAUCUCUGAACU (SEQ ID NO: 65)
JSR 2250 pLAM1D (+7-18): ACCCGACCCCGUCCCAACCCCGCGU (SEQ ID NO: 64)

Ambos OA tenian una estructura 2’-O-metil-fosforotioato.

La eficacia de ambos OA, JSR 2245 y JSR 2250, se evalud en expresion transitoria en mioblastos de raton C2C12
cultivados in vitro que se cotransfectaron con vectores de expresion pClneo tanto DUX4 como DUX4c, de tal manera
gque ambos ARNm estaban presentes simultaneamente en las mismas células.

Se sembraron 10° mioblastos de ratén C2C12 por pocillo de placas de 6 pocillos y se cultivaron a 37 °C y con CO; al
5 % en DMEM, oro de suero bovino fetal al 10 % (PAA), antibidticos al 1 % (penicilina, estreptomicina, fungizona).
Se cotransfectaron 24 horas después con 500 ng por pocillo de los vectores de expresion pClneo-DUX4 y pCineo-
DUX4c combinados con el OA indicado. Dado que la concentracion de 150 nM parecia ser la mas efectiva en
experimentos previos (véase el Ejemplo 1), se sometié a ensayo el efecto de los OA 2245 y 2250 que se dirigen al
ARNm de DUX4 usando esta concentracion. El control negativo fue el OA 1662 que se dirige al ARNm de la
distrofina y se usé a una concentracién de 600 nM. El reactivo de transfeccion fue Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)
usado a una proporcion de 1 ug de OA/1 pl de reactivo. Las células se lisaron 24 horas después de la transfeccion, y
se prepararon extractos de proteina total en un tampén de muestra NUPAGE® LSD (Invitrogen). 15 pg de extractos
de proteinas se separaron por electroforesis (SDS-PAGE 12 %), y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
DUX4 (52 kDa) se detectd en esta transferencia de Western con el anticuerpo monoclonal 9A12 seguido por
anticuerpos de IgG anti ratén acoplados a peroxidasa (HRP) y se revelaron con el kit Lumi-Light (Roche) detectado
en una pelicula. Después de separar estos anticuerpos, se incubé la misma membrana con un anticuerpo anti-actina
para proporcionar un control de carga.

Los resultados se muestran en la Figura 32. En las condiciones especificadas anteriormente, el OA 2250 podria
reducir fuertemente los niveles de DUX4 en comparacién con el control OA 1662 negativo mientras que DUX4c aln
se expresaba. Por otro lado OA 2245 suprimi6 las proteinas tanto DUX4 como DUX4c en esta concentracion, lo que
sugiere que incluso concentraciones mas bajas pueden ser necesarias para usar en caso de que se pretenda
direccionamiento especifico de la produccion de DUX4 (Figura 32).

En un experimento similar, se usé el OA 2245 a una concentracién de 10, 25, 50, 100 o 150 nM. Se encontré que la
concentracion éptima para inhibir especificamente la expresion de la proteina DUX4 era de 50 nM (Figura 33).
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25

<210>1

<211> 1080

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
agaaacggag gocaceggggy agetggagge cteggaagag gecegectege tggaageacce 60
cctecagegag gaagaatace gggctotget ggaggagett taggacgegg ggttgggacg 120
gggtegggtg gtteggggca gggeegtgge ctetettteg cggggaacac ctggetgget 180
acggagggge gtgtcectecge cecgeoecect ccaceggget gaceggoctg ggattcoetge 240
cttetaggte taggeceggt gagagactce acacegegga gaactgccat tettteoetgg 300
geatcecggg gatccoccagag ceggeoccagg tacctgegea cgogegggtt tgegggeage 360
cgectggget gtgggageag ccoegggcaga getetectge ctetecacca geccacceceg 420
ccgectgace gecacchtace caccocacac cocccacece eggaaaacge gtegtecoct 480
gggctgggtg gagacccecg teecgegaaa cacegggece cgegeagegt ccgggectga 540
ctcegetecg goggetegee tectgtgtge cceccgogeoca cegtogoecog ccegeceggg 600
cecctgcage cteccagetg cecageogegga goctcocetggeg gtcaaaagea tacctotgte 660
tgtetttgee cgettcoceotgg ctagacctge gogeocagtgeg caceccegget gacgtgeaag 720
ggagcetaeget ggectetetg tgecettgtt cttecgtgaa attetggetg aatgtetece 780
cccaccttee gacgetgtet aggeaaacet ggattagagt tacatctcecet ggatgattag 840
ttcagagata tattaaaatg cccececteccet gtggatcecta tagaagattt geatcttttg 900
tgtgatgagt gcagagatat gtcacaatat ccectgtaga aaaagectga aattggttta 960
cataacttcg gtgatcagtg cagatgtgtt tcagaactecc atagtagact gaacctagag 1020
aatggttaca tcacttaggt gatcagtgta gagatatgtt aaaattctcg tgtagacaga 1080

<210>2

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 2
ggctctgetg gaggagctit aggacgeggg gttgggacgg ggtcgggtgg ttcggggeag 60

<210> 3

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
gaggagcttt aggacgcggg gttgggacgg ggtcgggtgg 40

<210>4

<211>60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
gctgaccgge ctgggattee tgecttctag gtctaggece ggtgagagac tccacaccge 60

<210>5

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
ctgggattcc tgectictag gtctaggecc ggtgagagac 40

<210>6

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
ggcatccegg ggatcccaga gecggeccag gtacctgege acgegegggt ttgegggeag

<210>7

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
ggatcccaga gecggeccag gtacctgege acgegegggt 40

<210>8

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
tctgtetgte titgccegcet tectggetag acctgegege agtgegeace cecggetgacg 60

<210>9

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9
tttgccegcet tectggetag acctgegege agtgegeace 40

<210> 10

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
cttctaggtc taggcceggt gagag 25
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<210> 11

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
tggctagacc tgcgegeagt gcgca 25

<210> 12

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
cttcctgget agacctgege gcagt 25

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
agacctgege geagtgegea cceceg 25

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14
cttcectggcet agacctgege gecagtgegea 30

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
gcccgcttee tggctagacc tgegegcagt . 30

<210> 16
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente antisentido DUX4

<400> 16
cucucaccgg gccuagaccu agaag 25

<210> 17
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente antisentido DUX4

<400> 17
ugcgcacugc gcgcaggucu agcca 25

<210> 18

<211>25
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Agente antisentido DUX4

<400> 18
acugcgcgca ggucuagcca ggaag 25

<210> 19
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente antisentido DUX4

<400> 19
€ggggugegce acugcgegea ggucu 25

<210> 20
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente antisentido DUX4

<400> 20
ugcgcacugce gcgcaggucu agccaggaag 30

<210>21
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente antisentido DUX4

<400> 21
acugcgcgca ggucuagcca ggaageggge 30

<210> 22

<211>60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22
acctccccac ageccacagc tettgtcata gtgcgggaat agtgttctat cactacagga

<210> 23

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
agcccacagc tcttgtcata gtgcgggaat agtgttctat 40

<210> 24

<211>60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
gcagagagga aagcggtctt ccgectccag ggeccageggg acctegeact ccgggaaaac

<210> 25
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<211> 40
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 25
aagcggtctt ccgectecag ggccageggg acctcgcact 40

<210> 26

<211>60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
gctcaccagc cctccggatce geecggeccgg gtcacttcat cccggagcaa ttcggacgaa 60

<210> 27

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
cctceggate gecggeeegg gtcacttcat cccggagcaa 40

<210> 28

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28
cgggttccac getecttege cetctgcaag gggacctgtt getcgegtgt ctccegecece 60

<210> 29

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
gctccttcge cctctgcaag gggacctgtt getcgegtgt 40

<210> 30

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30
ttgcaggaaa caggaatccg tggtcaggcec gtgatgcacc cgacgtttct tttctctgca 60

<210> 31

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31
caggaatccg tggtcaggcc gtgatgcacc cgacgtttct 40

<210> 32

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32
agtcaagaca gcggcttcca gtttccatag aattactgga gaacctcaga gagccagecc 60

<210> 33

<211>40
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 33
gcggcttcca gtttccatag aattactgga gaacctcaga 40

<210> 34

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
gaagaacacc gggctctgct ggaggagcag gttggagegg ggttggggcg 9ggtggggge

<210> 35

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
gggctetgct ggaggageag gttggagegg ggttggggeg 40

<210> 36

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
ctggattcca cgtttetttg ccctctgcag aggtgectgt tgctcaagtc tctgecceeccg 60

<210> 37

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
cgtttctttg ccctctgcag aggtgcectgt tgctcaagtc 40

<210> 38

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
ttccaggaat gcgtggaaca ccagcatcgt gtcggtgctc tcctttccag tttcaaacag 60

<210> 39

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39
gcgtggaaca ccagcategt gtcggtgctc tectttccag 40

<210> 40

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40
ctgtcetctt ggtgetgtgg gtectgaaag ttgtcgagty cgeccgteee tgtggtggga 60

<210> 41

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

50

60
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10

51

<400> 41

ggtgctgtgg gtcctgaaag ttgtcgagtg cgeccegtcece 40

<210>42

<211> 1990

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42
CCACCCCCCC CCeCCaceas caccaccace accaceecge cggecggoce caggectega 60
cgeectggat ccctteocggg gtggggeggg ctgteccagg ggggcetcace gecattcatg 120
aaggagtgga geetgectge ctgtgggect ttacaaggge ggetggetgg ctggetgget 180
gtecgggcag gecteeotgge tgeacctgec geagtgcaca gtecggetga ggtgcacggg 240
agecegecgyg cctetetetg ccegegtoceg tecgtgaaat toeggoeggg getcaccgeg 300
atggeccteoc cgacacceote ggacageacc ctceocegeogg aagococgggdg acgaggacgg 360
cgacggagac tegtttggac cecgagecaa agegaggecee tgegagectg ctttgagegg 420



ES 2596 977 T3

aaccegtace cgggcatege caccagagaa cggetggece aggccateogg cattoceggag 480
cecagggtee agatttggtt tcagaatgag aggtcacgec agetgaggea gcaccggcegg 540
gaatctegge cectggeecgg gagacgegge cogocagaag gocggegaaa geggacegec 600
gtcaccggat cccagacege ccetgetocte cgagectttg agaaggateg ctttecagge 660
ategecgeee gggaggagcet ggecagagag acgggectce cggagtecag gattcagate 720
tggtttcaga atcgaaggge caggeacceg ggacagggtg goagggegec cgogcaggeoa 780
ggeggcctgt geagogeogge ccoceccggeggyg ggtcaccetg ctecctegtg ggtegectte 840
goccacacceqg gegegtgggg aacggggett cccgeaccee acgbtgecctg egegectggg 900
getetececae agggggettt cgtgagecag geagegaggg cegececege getgeageoce 960
agcecaggecqg cegecggeaga gggggtetee caacctgece cggegegegg ggatttegec 1020
tacgecgoec cggetectoe ggacggggeg ctoctcecace ctecaggetec teggtggect 1080
ccgcaceogg gcoaaaagecg ggaggaccdg gacecgcage gogacggeoct gecgggoece 1140
tgegeggtgg cacagectgg goeccgectcaa goggggcoge agggecaagg ggtgcttgeg 1200
ccacccacgt ceccaggggag tecgtggtgg ggetggggec ggggtececa ggtegeeggg 1260
geggegtggg aacccecaage cggggeaget ccacctocce ageeccgegee cceggacgec 1320
tecgectecg egeggcaggg geagatgeaa ggceatcocegg cgecctecca ggegetecag 1380
gagceggoge cctggtctge actceceotge ggoectgectge tggatgaget ceotggegage 1440
coggagttte tgcageagge gcaacctcote ctagaaacqgg aggccceggyg ggagctggag 1500
gocteoggaag aggecgecte gotggaagea ccoccctecageg aggaagaata cegggetetg 1560
ctggaggage tttaggacge ggggttggga cggggteggg tggttegggyg cagggcecgtg 1620
gectetettt egeggggaac acctggetgyg ctacggaggg gegtgtcetee geecegecec 1680
ctecaceggg ctgaccggec tgggattect gectteotagg tetaggeecg gtgagagact 1740
ccacacegeg gagaactgee attctttoet gggeatcecg gggatcecag agoeggecca 1800
gacctgegeg cagtgegeac cceggctgac gtgecaaggga goctcogetgge ctotetgtge 1860
ccttgttcoctt cegtgaaatt ctggectgaat gtctcecece accttcegac getgteotagg 1920
caaacctgga ttagagttac atctectgga tgattagttc agagatatat taaaatgeec 1980
cctecctgty 1990

<210> 43

<211> 1854

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43

52



cCcacooooeg

cgeectgggt

aaggggtgga
gtcegggeag
ageecgeegy
atggecectee
cgacggagac
aaccegtace
cccagggtec
gaatctegge
gtcaceggat
atcgeegece
tggtttcaga
ggeggeetgt
gcccacacey
gecteteccac
agccaggecg
tacgeegece
ccgcacecgy
tgegeggtygy
ccacccacgt
geggegtggyg
tecgectecy
gagecggege
coggagttte
gocteoggaag
ctggaggage
tgccattett
gcaccecgge
aattctgget

ttacatctec

coococcaccac

cecettecggg

gectgectge
gectactgge
ectetetetg
cgacacccte
tegtttggac
cgggecatege
agatttggtt
cctggeecgg
cccagacege
gggaggaget
atcgaaggge
geagegoegge
gegegtgggy
agggggcettt
cgecggeaga
eggctectec
gcaaaagecg
cacagectgg
cccaggggag
aaccacaage
cgeggcaggyg
cctggtetge
tgcagecagge
aggecgecte
tttaggacge
tectgggeat
tgacgtgcaa
gaatgtctec

tggatgatta
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caccaccacc

gtagggcgag

ctgtgggeet

tgcacetgee
cacgegtecy
ggacagcace
cccgagecaa
caccagagaa
tcagaatgag
gagacgegge
cetgetecte
ggccagagag
caggcaccey
ececggegyy
aacggggett
cgtgagecag
gggggtctcee
ggacggggcyg
ggaggaccgy
gooccgctcaa
teegtggtyy
cggggcagcet
gcagatgcaa
actecectge
goaacctete
gotggaagea
ggggtctagy
cacggggate
gggagctege
caccacctte

gttcagagat

accaccccge

ctgteccagg

ttacaaggge
geagtgcaca
tccgtgaaat
ctececgegg
agcgaggece
cggetggece
aggtcacgee
ccgecagaag
cgagectttg
acgggectec
ggacagggtyg
ggtcaccetyg
coccgoacece
gcagcgaggyg
caacctgeece
cteteceace
gacccgcage
geggggoege
ggctggggee
ccacctecee
ggcatcacgg
ggcctgetge
ctagaaacqgg
ceccteageg
cecggtgaga
ccagagecgg
tggecctetet
cgacgctgte

atattaaaat
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eggceggeec

ggggcteace

ggetggetgy
gteeggetga
tecggecggyg
aagcccgggyg
tgegagectyg
aggccatcgyg
agetgaggea
gocggegaaa
agaaggatceg
cggagtcecag
gcagggegec
ctecctegtyg
acgtgcectyg
cagececege
cggegegegyg
cteaggetee
gogacggeet
agggecaagy
ggggtcecea
ageecgegee
cgeecteeca
tggatgagcet
aggecceggy
aggaagaata
gactccacac
cacagacetyg
gtgecettgt
taggecaaacc

goeccecteee

caggcectega

gccatteatg

ctggctgget
ggtgeacggg
gcteacegeg
acgaggacgg
ctttgagegg
cattceggag
gcaceggegyg
geggacagac
ctttecagge
gattcagatc
cgcgcaggea
ggtegectte
cgegeetggy
getgeageec
ggatttegec
teggtggect
gecgggoece
ggtgcttgeg
ggtegecggy
cceggacgec
ggcgetacag
cctggegage
ggagctggag
cegggetetg
cgcggagaac
cgegcagtge
tettecgtga
tggattagag

tgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1280

14490

1500

1560

1620

1680

17490

1800

1854
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<210> 44

<211> 35

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 44
cgcggggaac accuggeugg cuacggaggg gegug 35

<210> 45

<211> 35

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 45
gccuucuagg ucuaggeccg gugagagacu ccaca 35

<210> 46

<211> 35

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 46
uaggcaaacc uggauuagag uuacaucucc uggau 35

<210> 47
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente de ARN de interferencia de DUX4

<400> 47
acaccuggcu ggcuacgga 19

<210> 48
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente de ARN de interferencia de DUX4

<400> 48
ggucuaggcc cggugagag 19

<210> 49
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente de ARN de interferencia de DUX4

<400> 49
ccuggauuag aguuacauc 19

<210> 50

<211> 1714

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50

54
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ggagggcggg ctaccceggg accttgggce ccgagetcat geatgtteat aacgeggtgg €0
aggtggtagg tetttetaag ggectectgg ctgeacctge cgeagtgeac aggecggetg 120
aggtgecacgg gagccoccgeoeg gectoctetet geocecgeogtec gtoegtgaaa ttecggecgg 180
ggctcacege gatggcecte cegacaccett cggacagecac cctececgeg gaageceggg 240
gacgaggacg gogacggaga ctogtttgga ccecgagoca aagegaggoe ctgcgagecet 300
getttgageg gaaccegtac ecgggeateg ccaccagaga acggetggec caggecateg 360
geatteocegga geccagggte cagatttggt ttcagaatga gaggtecacge cagetgagge 420
agcacceggeg ggaatctegg cocetggeceg ggagacgegg cocgecagaa ggocggcegaa 480
ageggacege cgtcacegga teccagaccg cceotgotoet cegagecttt gagaaggate 540
gettteoecagg catogocegee cgggaggage tggocagaga gacgggccete coggagtoca 600
ggattcagat ctggtttcag aatcgaaggg ccaggecacec gggacagggt ggecagggcege 660
ccgegeagge aggeggectg tgcagegegg cccceggegyg gggteaccet getecctegt 720
gggtegactt cgeecacace ggogegtgygg gaacggggcet tcececgeacec cacgtgeect 780
gegegeaetgg ggeteteecca cagggggett tegtgageca ggcagegagg gocgeocesyg 840
cgctgeagee cagccaggec geogecggeag aggggatcte cecaacctgee ccggegegeg 900
gggatttege ctacgecegec ceggctecte cggacgggge getceteccac cctcaggete 960
ctcggtggce tcocogeacceg ggcaaaagoc gggaggaceog ggaccogeoag cgogacggec 1020
tgecgggeec ctgegeggtg geacagectyg ggeccgetea ageggggecg cagggecaag 1080
gggtgcttge gecacccacg tcecagggga gteegtggtg gggetgggge cggggtcecce 1140
aggtegecgg ggcggegtgyg gaacaccaag ceggggceage tecacctecee cagecegege 1200
coecoggacge cteocgoggea agocacagatg ccagecatec aggegectoe caacegetec 1260
aggageccggg gocgctcocgtet acagtcacct ccagectgtt atatgagete ctgtagacac 1320
cagagtttca gcaaaaggca cgacctttce tagatcegge gecactgggg gagectgaagg 1380
acgtggaaga gecegetetg ctggaaccac tectecageca ggaagaacac cgggetetge 1440
tggaggagca ggttggageg gggttgggge ggggtggggyg caggacggeg coctetottt 1500
cgeggtgaac ctetgacteg gtatggagag gegtgectte cettecaget gacctgteta 1560
ggatcectga gttccaggtc cggtgagaga ctcoccacacag aggagggetg tcattcttte 1620
ctgagecatce cggggatcec agggceccocgee caggtaccgg gaggtggact gtctactgeg 1680
catgcgcagg tttgecaggeca gecagcocctagg tttt 1714
<210> 51
<211> 1903

55
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 51

ggagggeggyg ctaccecggyg accttgggec cegagetecat geoatgttcat aacgeggtgg 60

56



aggtggtagg
aggtgcacgg
ggcteocacege
gacgaggacy
getttgageg
gcattecgga
agcaccggeyg
ageggaccge
getttecagg
ggattcagat
cocgeogeagge
gggtegeett
gegegeetgg
cgctgeagec
gggatttege
cteggtggee
tgecgggece
gggtgettge
aggtegecgy
cecccggacge
aggagecggyg
cagagtttca
acgtggaaga
tggaggagca
cgcoggtgaac
ggatcectga
ctgageatec
catgegecagy
tectttttec

gecggggeay

caccaacact

tctttctaaqg
gagecageag
gatggcoceocte
gcgacggaga
gaaccaegtac
geecagggte
ggaatctegg
cgtcaccgga
cateogoogec
ctggtttecag
aggeggeetyg
cgcccacace
ggcetctecea
cagececaggec
ctacgaecgae
teegeaccag
ctgegeggtg
gocacacacyg
ggcggegtgy
ctcegoggeoa
gcgctegtet
gcaaaaggca
geecgetetg
ggttggageg
ctotgacteg
gtteccaggte
cggggatece
tttgecaggeca
ccagegttet
aagccaggec

tgecaaccec
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ggectectgg
gectetetet
cogacacctt
ctegtttgga
cegggeateg
cagatttggt
cactggeceg
teccagaceg
cgggaggage
aatecgaaggy
tgcagegcgyg
ggegegtaggy
cagggggcett
gocgecggcag
ceggcetecte
ggcaaaagaoe
gecacagectg
tcccagggga
gaaccccaag
agcacagatyg
acagtcacet
cgacctttec
ctggaaccac
gggttggggce
gtatggagag
cggtgagaga
agggccegee
gecagectagy
tcagtcgagt
agttctectt

egtccegeca

ctgcacctge
geeegegtee
cggacagcac
ccecgageca
ccaccagaga
ttcagaatga
ggagacgcgy
ccctgetect
tggccagaga
ccaggeacec
cceceggegy
gaacgggget
tegtgageca
aggggatcte
cggacgggge
gggaggaceg
ggeeegetca
gteegtggtg
ccggggcage
ccagccatee
ccagectgtt
tagatcegge
tecteageca
ggggtgggayg
gegtgectte
ctecacacag
caggtaccgg
tttteocaace
tggcggagac
teegtggete

gectectege
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cgeoagtgcac
gtecgtgaaa
ccteccegeg
aagegaggee
acggctggec
gaggtcacge
cccogccagaa
cagagecttt
gacgggecte
gggacagggt
gggtcacecct
toecegoacce
ggcagegagyg
ccaacctgee
geteteceac
ggaccegeag
ageggggecyg
gggctggggce
tccaccteoce
aggegectee
atatgagetce
gecactgggyg
ggaagaacac
caggacggeqg
ccttocaget
aggagggcetg
gaggtggact
agecccaggeg
cteoagtecge
gactcctctg

cag

aggccggcty
tteeggeegyg
gaagcccggy
ctgcgageet
caggccateg
cagctgagge
ggccggcgaa
gagaaggatc
coggagtcoea
ggcagggege
gectccetegt
cacgtgecet
geegeccacy
ccggegegey
ecteaggete
cgegacggec
cagggccaag
eggggteece
cagccegege
caaccgetee
ctgtagacac
gagctgaagg
cgggetetge
coctetettt
gacctgtcta
tecattettte
gteoctactgeg
gagctetcat
gaagcgetgy

cectetteget

120

180

240

300

360

429

480

540

600

660

720

780

840

900

960

10290

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1503



<210> 52

<211> 2409

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 52
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atgtettate
gtcataggec
agcteoggece
cgceoggeecy
getgtttece
egtgactteg
aggaaacagq
agecectett
tgtggtttte
gttcataacg
gtgecacagge
gtgaaattec
ccegeggaaqg
gaggccetge
ctggcecagg
tecacgecage
ccagaaggce
geetttgaga
ggccteaegg
cagggtggca
caccctgete
gcacceccacy
gcgagggecy
cctgececgg
teccacacte
gegeagageg
gggccgeagyg

tggggccggy

cctececage

gecteccaac

gtcacttecg
agcegggacct
acagecgegt
ggggacetgt
gagctctgeg
ctecteocttte
aatccgtggt
tecectecaa
ggcttcggag
cggtggaggt
eggetgaggt
ggccggggcet
cacggggacy
gagectgett
ccateggeat
tgaggcagea
ggcgaaagey
aggatcgett
agtccaggat
gggegecege
cctegtgggt
tgecctgege
ccecegeget
cgegegggga
aggctecteg
acggeetgee
gccaaggggt

gtececaggt

ccgogoecec

cgctecagga
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tgtcatccta
cgeactecgg
ctgettgegg
tgctegegtyg
gggacacaga
ceggtttecag
caggecaatt
teeggeactg
ggegggctac
ggtaggtctt
gcacgggage
caccgegatg
aggacggcga
tgagcggaac
tecggagece
coggogggaa
gacegecgte
teccaggeatce
tcagatetgg
geaggcaggce
cgecttogee
gectgggget
goagcecage
tttegectac
gtggecteeg
gggecccatge
gettgegeca
cgecggggey
ggacgectce

gecgdggdede

tecctgacct
gaaaacgtgg
ggegeccacc
toteocegeee
aacctceage
accggecaca
actggagaac
cacccaceca
ccegggacet
tctaagggec
cogeoeggeoet
gecctecega
cggagacteg
cegtaceegg
agggtccaga
tcocteggecet
aceggatcec
geegeecggyg
tttcagaate
ggcetgtgea
cacaccggeyg
cteccacagy
caggecgege
gocgeacegy
caccegggea
geggtggeac
cccacgtcec
gegtgggaac
gcggcaagea

tegtctacag

59

ccecacagec
ggtgeceggt
agctcaccag
ccgaaagege
gaagcgtgga
gtggagactc
ctcagagage
ccacacaagyg
tgggceccega
tectggetge
ctectetgece
caccctegga
tttggaccec
geategecac
tttggttteca
ggeccgggag
agaccgcect
aggagctgge
gaagggcceag
gegeggacac
cgtggggaac
gggetttegt
cggcagaggyg
ctectecegga
aaagecggga
agectgggec
aggggagtcee
cccaageegg
cagatgccag

tcacctecag

cacagctett
gcaggecgag
ccctecggat
gaccacgttyg
aaageageat
cacttgttge
cagececgga
cactggtece
gctcatgeat
acctgceogea
gogtecgtec
cagcaccete
gagccaaage
cagagaacgyg
gaatgagagg
acgcggecey
gotoctecga
cagagagacy
gcacceggga
tggcgggaggt
ggggettcec
gagccaggea
ggtctceocaa
cggggegete
ggaccgggac
cgeteaageg
gtggtgggge
ggcagctcoca
ccatccagge

cctgttatat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8§40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



10

15

20

25

30

35

40

gagctcetgt
ctgggggage
gaacacegag
cecgaaagtg
cecaggaatge
agtggcecey
ggecgtagac
ctgattecag
cagetegece

tgcgttttee

agacaccaga
tgaaggacgt
ctetgetgga
tgaccatgtt
gtggaacacce
agogtgococa
aatggeggtg
gegtcacecac
geggeegggde

geeggecteg

ES 2596 977 T3

gtttcagcaa
ggaagagcec
ggagcagagyg
gactgtttgt
agecatcegttt
cgggececcgy
gegectgget
caacccgggy
tgeteteece

cagagegtee

aaggcacgac
getetgetgg
tgcctgttge
tteccegaget
gtegagtgeg
cttgggttte
ggtccaagag
cogegaggcet
ctetatacge

cgetategee

gacegetga

<210> 53

<211> 35

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 53
uguagacacc agaguuucag caaaaggcac gaccu 35

<210> 54

<211> 35

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 54
cacacagagg agggcuguca uucuuuccug agcau 35

<210> 55

<211> 35

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 55
uuucceccage guucuucagu cgaguuggeg gagac 35

<210> 56
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente de ARN de interferencia de DUX4c

<400> 56
ccagaguuuc agcaaaagg 19

<210> 57
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente de ARN de interferencia de DUX4c

60

ctttectaga
aaccactcct
tcaagtctet
ctgtggggac
ceegtecetyg
tctcogtgttt
ccoggtecag
gggatcagge
ccaagcacca

ggcggecaga

tecggegeca
cagccaggaa
geocaogeoac
ccagaaactt
tggtgggagce
agaatggtat
ctacgegegt
accecceoggag
gtegecgege

ccacgegeag

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2409
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15

20

<400> 57

ggagggcugu cauucuuuc

<210> 58
<211>19
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2596 977 T3

19

<223> Agente de ARN de interferencia de DUX4c

<400> 58

gcguucuuca gucgaguug

<210> 59
<211> 485
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Met

1

Ala

Val

Pro

Pro

65

Arg

Ala

Leu

Gln

Pro

Lys

Gly

His

Arg

50

Thr

Arg

Cys

Ala

Asn
130

Trp

Gly

Trp

Ser

35

Pro

Pro

Arg

FPhe

Gln

115

Glu

Pro

Trp

Leu

20

Pro

Ser

Ser

Arg

Glu

100

Ala

Arg

Gly

Ser

Ala

Ala

Val

Asp

Leu

85

Arg

Ile

Ser

Arg

19

Leu

Val

Glu

Lys

Ser

70

Val

Asn

Gly

Arg

Arg

Pro

Arg

Val

FPhe

55

Thr

Trp

Pro

Ile

Gln

135

Gly

Ala

Ala

His

40

Arg

Thr

Tyr

Pro

120

Leu

Pro

61

Cys

Gly

25

Gly

Pro

Pro

Pro

Pro

105

Glu

Arg

Pro

Gly

Leu

Ser

Gly

Ala

Ser

90

Gly

Pro

Gln

Glu

Pro

Pro

Glu

15

Gln

Ile

Arg

His

Gly

Leu

Ala

Pro

Thr

60

Ala

Ser

Ala

Val

Arg

140

Arg

Gln

Ala

Ala

45

Ala

Arg

Glu

Thr

Gln

125

Arg

Arg

Gly

Pro

30

Ser

Met

Gly

Ala

Arg

110

Ile

Glu

Lys

Arg

Ala

Leu

Ala

Arg

Leu

95

Glu

Trp

Ser

Arg

Leu

Ala

Cys

Leu

Gly

80

Arg

Arg

FPhe

Arg

Thr



145

Ala

Gly

Arg

Cys

225

Phe

Pro

Ala

Gly

Pro

305

Pro

Gly

Gly

Pro

Glu

385

Ala

Val

Leu

His

210

Ser

Ala

Cys

Arg

val

290

Ala

Pro

Leu

Pro

Trp

370

Pro

Ser

Thr

Phe

Pro

195

Pro

Ala

His

Ala

Ala

275

Ser

Pro

His

Pro

Gln
3585

Trp

Gln

Ala

Gly

Pro

180

Glu

Gly

Ala

Thr

Pro

260

Ala

Gln

Pro

Pro

Gly

340

Gly

Gly

Ala

Ser

Ser

165

Gly

Ser

Gln

Fro

Gly

245

Gly

Pro

Fro

Asp

Gly

325

Fro

Gln

Trp

Gly

Ala
405

ES 2596 977 T3

150

Gln

Ile

Arg

Gly

Gly

230

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

310

Lys

Cys

Gly

Gly

Ala

390

Arg

Thr

Ala

Ile

Gly

215

Gly

Trp

Leu

Leu

Pro

285

Ala

Sar

Ala

val

Arg

375

Ala

Gln

Ala

aAla

Gln

200

Arg

Gly

Gly

Pro

Gln

280

Ala

Leu

Arg

val

Leu

360

Gly

Pro

Gly

62

Leu

185

Ile

Ala

His

Gln

265

Pro

Arg

Ser

Glu

Ala

345

Ala

Pro

Pro

Gln

Leu
170

Glu

Trp

Pro

Pro

Gly

250

Gly

Ser

Gly

His

Asp

330

Gln

Pro

Gln

Pro

Met
410

155

Leu

Glu

Phe

Ala

Ala

235

Leu

Ala

Gln

Asp

Pro

315

Arg

Pro

Fro

val

Gln

395

Gln

Arg

Leu

Gln

Gln

220

Pro

Pro

FPhe

Ala

Fhe

300

Gln

Asp

Gly

Thr

Ala

380

Pro

Gly

Ala

aAla

Asn

205

Ala

Ser

Ala

val

Ala

285

Ala

Ala

Pro

Pro

Ser

365

Gly

Ala

Ile

Phe

190

Arg

Gly

Trp

Fro

Ser

270

Pro

Tyr

Pro

Gln

Ala

350

Gln

aAla

Pro

Pro

Glu

175

Glu

Arg

Gly

val

His

255

Gln

Ala

Ala

Arg

Arg

335

Gln

Gly

Ala

Pro

Ala
415

160

Lys

Thr

Ala

Leu

Ala

240

val

Ala

Glu

Ala

320

Asp

Ala

Ser

Trp

Asp

400

Pro



10

<210> 60

Ser

Leu

Gln

Glu

465

Leu

<211> 374
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Gly

Ala

Arg

Ile

€5

Glu

Lys

Phe

Gln

Leu

Pro

450

Ala

Leu

Ala

Arg

Leu

Glu

50

Txrp

Ser

Arg

Glu

Glu
130

Ala

Leu

435

Leu

Ala

Glu

Leu

Gly

Arg

35

Arg

Phe

Arg

Thr

Llys

115

Thr

Leu

420

Asp

Leu

Ser

Glu

Pro

Arg

Ala

Leu

Gln

Pro

Ala

100

Asp

Gly

Gln

Glu

Glu

Leu

Leu
485

Thr

Arg

Cys

Ala

Asn

Txrp

85

val

Leu

ES 2596 977 T3

Glu

Leu

Thr

Glu
470

Pro

Arg

Phe

Gln

Glu

70

Pro

Thr

Phe

Pro

Pro

Leu

Glu

455

Ala

Ser

Arg

Glu

Ala

55

Arg

Gly

Gly

Pro

Glu
135

Ala

Ala

440

Ala

Pro

Asp

Leu

Arg

40

Ile

Ser

Arg

Ser

Gly

120

Ser

63

Pro

425

Ser

Pro

Leu

Ser

vVal

25

Asn

Gly

Arg

Arg

Gln

105

Ile

Trp

Pro

Ser

Thr

10

Txrp

Pro

Ile

Gln

Gly

90

Thr

Ala

Ile

Ser

Glu

Glu

Glu
475

Leu

Thr

Tyr

Pro

Leu

75

Pro

Ala

Ala

Gln

Ala

Phe

Leu

460

Glu

Pro

Pro

Pro

Glu

60

Arg

Pro

Leu

Arg

Ile
140

Leu

Leu

445

Glu

Glu

Ala

Ser

Gly

45

Pro

Gln

Glu

Leu

Glu

125

Txrp

Pro

430

Gln

Ala

Tyr

Glu

Gln

30

Ile

Arg

His

Gly

Leu

110

Glu

Phe

Cys

Gln

Ser

Arg

Ala

15

Ser

Ala

val

Arg

Arg

95

Arg

Leu

Gln

Gly

Ala

Glu

Ala
480

Arg

Glu

Thr

Gln

Arg

80

Arg

Ala

Ala

Asn



Arg
145

Gly

Trp

Pro

Ser

Pro

225

Tyr

Pro

Gln

Ala

Gln

305

Ala

Pro

Ser

Leu

<210> 61
<211> 1800

Arg

Gly

Val

His

Gln

210

Ala

Ala

Arg

Arg

Gln

290

Gly

Ala

Pro

Gln

Leu
370

Ala

Ala

Val

195

Ala

Glu

Ala

Trp

Asp

275

Ala

Ser

Trp

Asp

Pro

385

Tyr

Arg

Cys

FPhe

180

Pro

Ala

Gly

Pro

Pro

260

Gly

Gly

Pro

Glu

Ala

340

Leu

Glu

His

Ser

165

Ala

Cys

Arg

Ile

Ala

245

Pro

Pro

Trp

Pro

325

Ser

Gln

Leu

ES 2596 977 T3

Pro

150

Ala

His

Ala

Ala

Ser

230

Pro

His

Pro

Gln

Trp

310

Gln

Ala

Glu

Leu

Gly

Ala

Thr

Pro

Ala

215

Gln

Pro

Pro

Gly

Gly

295

Gly

Ala

Ala

Pro

Gln

Pro

Gly

Gly

200

Pro

Pro

Asp

Gly

Pro

280

Gln

Trp

Gly

Ser

Gly
360

64

Gly

Gly

Ala

185

Ala

Ala

Ala

Gly

Lys

265

Cys

Gly

Gly

Ala

Thr

345

Arg

Gly

Gly
170

Trp

Leu

Leu

Pro

Ala

250

Ser

Ala

Val

Arg

Ala

330

Asp

Ser

Arg

155

Gly

Gly

Pro

Gln

Ala

235

Leu

Arg

Val

Leu

Gly

315

Pro

Ala

Ser

Ala

His

Thr

Gln

Pro

220

Arg

Ser

Glu

Ala

Ala

300

Pro

Pro

Ser

Thr

Pro

Pro

Gly

Gly

205

Ser

Gly

His

Asp

Gln

285

Pro

Gln

Pro

His

Val
365

Ala

Ala

Leu

190

Ala

Gln

Asp

Pro

Arg

270

Pro

Pro

Val

Gln

Pro

350

Thr

Gln

Pro

175

Pro

Phe

Ala

FPhe

Gln

255

Asp

Gly

Thr

Ala

Pro

335

Gly

Ser

Ala

160

Ser

Ala

Val

Ala

Ala

240

Ala

Pro

Pro

Ser

Gly

320

Ala

Ala

Ser
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 61

65



ctetgectgga
cagtggeete
gececcteca
agactccaca
goccaggtac
gaggetgtggy
tgaccgecec
gggtggagac
cteeggegge
gcageegece
gcacaccggyg
aacgggagac
gcagggagge
ggagggagece
gagtagcggg
ggcecacage
agggagtggy
acccgegegy
gacagccceyg
cgtggetttyg
ggccatgecyg
tgcaagececyg
actceccecacy
cctetetggyg
tgtgegagac
ggcctggeac
ggctggttte
ggatccctagg
ctetececot

cococooooeg

ggagctttag
tetttegegg
ccgggctgac
ccgeggagaa
cageaggtgg
agcageccegg
ctcoccccacce
ccecgteceg
tegectacta
aggtgceecage
gacgctgage
ctagagggge
agggaggaac
ggggaacggyg
acececgeae
cgecgegeeg
cggtttcete
ttcacagace
gccacggagy
ccctecgeaa
actgtttget
geacggtgec
ttgecgoacy
gtcotegetet
cgteceggeca
actcaagact
teectgetge
agaggtcegg
tectettegt

coococooooac

ES 2596 977 T3

gacgeggggt
ggaacacctg
cggectggga
ctgecattet
goegectact
gcagagetet
cccaccecec
cgaaacaccg
tgegeeceey
acggagegece
gtteocaggeyg
ggaaggacgy
ggagggaaag
gggaggaagyg
tecgggaaaa
gceggegggy
cgggacaaaa
gcacatecec
agccacacgce
ggcggectgt
cacggagete
ttegetetee
cgggaatcea
ggtcttetac
acggegacgce
cacacggagy
cgacgegtgg
agagcaggec
ctetecggec

caccaccace

tgggacgggy
gctggetacg
ttectgectt
ttectgggea
gogeacgege
cctgectete
accccoggaa
ggccacgege
egecacegte
tggeggegga
ggagggaagyg
gcggagggac
acagagcgac
cagggaggaa
cggtcagegt
caccacceat
gacegggact
aggetgagee
aggacgacgyg
tgetecacgte
tgcgggcace
ttgccaggtt
tegtcaggee
gtggaaatga
ccacaggeat
ttecagttcea
gagcacagag
cccgaaacge
ccaccaccac

accaccccge

66

tcgggtggtt
gaggggcgtyg
ctaggtctag
teceggggat
gaggtttgcgy
caccageccca
aacgegtegt
agcegtocggg
gocegecege
acgcagaccece
cgggcagaga
gttaggaggy
gcagggactyg
aageggtect
ceggegeggy
tegececggt
cgggttgcey
ctgcaacgeyg
aggegtgatt
tetecggece
cggaaacatg
ccaaaccgge
atcacgecgy
acgagagcca
tgectecette
cacteecete
ageggettee
gececactee
caccgccacc

eggceggeec

cggggcaggy
tecteegecac
gcacggtgag
cccagageeqg
geagecegect
cccegecgee
cecetggget
ectgacaceqg
ccgggeecct
caggeceggce
tggagagagy
agggagggag
ggggegggey
cggectecgg
ctgagggctg
teegtggeac
tegggtette
gogegaggee
ttggtttecy
ccgaaaggcet
cagggaaggqg
cacactgcaqg
ggaggeatct
cacgcetgeg
acggagagag
caccctecca
egttecegeg
ccecteecee
acgecctece

caggcectega

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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10

<210> 62

<211> 1229

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 62
ctetgetgga ggagetttag gacgeggggt tgggacgggg tegggtggtt cggggcaggg 60
ccgtggecte tetttegegyg ggaacacctg getggetacqg gaggggegtg tetecgecce 120
geecacteca cogggetgac eggectggga ttectgectt ctaggtetag geccggtgag 180
agactccaca cogcecggagaa ctgecattcect ttectgggea teceggggat cccagageeg 240
geccaggtac ctgecgecacge gegggtttge gggcagecge ctgggetgtg ggageageeco 300
gggcagaget ctectgecte tecaccagee caccecgeoeg coctgaccgoe ccctececac 360
cceceaccee ccaccacagy aaaacgaegte gbeccetggg ctgggtggag accecegtec 420
cgegaaacac cgggeacaege geagoegteeg ggectgacte egetecggeg getegecteco 480
tgtgtgecee cgegecaceg tegececgeee gecegggece ctgeagecte ccagetgeca 540
goegeggaget coctggeggtc aaaageatac ctetgtetgt ctttgecege ttectggeta 600
gacctgcocgeg cagtgcgocac ceoggetgac gtgcaaggga getegetgge ctetetgtge 660
cettgttett cogtgaaatt ctggctgaat gtetececcec accttecgac getgtcotagg 720
caaacctgga ttagagttac atctectgga tgattagttce agagatatat taaaatgece 780
ccteectgtg gatectatag aagatttgea tettttgtgt gatgagtgea gagatatgte 840
acaatatcec ctgtagaaaa agectgaaat tggtttacat aactteggtg atcagtgeag 900
atgtgtttca gaactccata gtagactgaa cctagagaat ggttacatca cttaggtgat 960
cagtgtagag atatgttaaa attctegtgt agacagagec tagacaattg ttacatcacc 1020
tagtgatcag tgcagggata agtcataaag cctcocctgtag gecagagtgta ggcaagtgtt 1080
cectecctgg getgatcagt geocagagatat ctcacaaage cectataage caaacettga 1140
caagggttac atcacctgtt tgagecagtgg aaatatatat cacaaagecc cetgtagaca 1200
aagcecagac aatttttaca tcectectgag 1229

<210> 63

<211> 1246

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63

67



10

15

20

ctetgetgga
cagtggeete
gececcteca
agactccaca
goccaggtac

gggctgtggg

tgaccgecce

ggtggagace
toeggegget
cagccteocea
tgecegette
cgetggecte
tteegacget
gatatattaa
gagtgcagag
tteggtgate
tacatcactt
acaattgtta
gagtgtagge
tataagecaa

aaagececcet

<210> 64
<211> 25
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente antisentido DUX4

<400> 64
acccgaccce gucccaacce cgegu

<210> 65
<211> 25
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Agente antisentido DUX4

ggagctttag
tetttegegg
ccgggctgac
cogoggagaa
cageaggtgg
agcageccegg

ctececcacae

ccegteecge
cgoctectet
getgoecageg
ctggctagac
tetgtgecet
gtctaggcaa
aatgecccct
atatgtcaca
agtgcagatg
aggtgatcag
catcacctag
aagtgttceec
accttgacaa

gtagacaaag
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gacgegaggt
ggaacacctg
cggectggga
ctgccattet
goegectact
gcagagetet

ccacceecca

gaaacacegy
gcgeeccecge
cggagctcoet
ctgeogegcag
tgttcttecg
acctggatta
cectgtggat
atatccectyg
tgtttcagaa
tgtagagata
tgatcagtge
tecetggget
gggttacatec

cccagacaat

25

tgggacgggg
gctggetacg
ttectgectt
ttecetgggea
gogeacgege
cctgectete

cceceggaaa

geocagagea
gecacegteg
ggcggtcaaa
tgcgcacece
tgaaattctg
gagttacatc
cctatagaag
tagaaaaage
ctccatagta
tgttaaaatt
agggataagt
gatcagtgca
acctgtttga

ttttacatct

68

tegggtggtt
gaggggcgtyg
ctaggtctag
toeccggggat
gaggtttgcgy
caccageccca

acgegtegte

gegtecggge
ccegecegec
ageataccte
ggctgacgtyg
gctgaatgte
tectggatga
atttgeatct
ctgaaattgg
gactgaaccet
ctegtgtaga
cataaagect
gagatatctec
gcagtggaaa

cctgag

cggggcaggyg
tecteegecac
gcacggtgag
cccagagecg
geagecegect
cccegecgee

cecetgggetyg

ctgacaccgce
cgggceccetyg
tgteotgtett
caagggaget
teccaccace
ttagttcaga
tttgtgtgat
tttacataac
agagaatggt
cagagectag
cctgtaggea
acaaageccce

tatatatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

11490

1200
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<400> 65
gggcauuuua auauaucucu gaacu 25

<210> 66

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 66
acgcggggtt gggacggggt cgggt 25

<210> 67

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 67

acatctcctg gatgattagt tcagagatat attaaaatge ccectecctg tggatcctat

agaaga 66

<210> 68

<211> 46

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 68
gatgattagt tcagagatat attaaaatgc cccctceetg tggatce

<210> 69

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 69
agttcagaga tatattaaaa tgccc 25

46
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REIVINDICACIONES

1. Un agente antisentido capaz de unirse al pre-ARNm de la doble homeocaja 4 (DUX4) o al pre-ARNm de la doble
homeocaja 4c (DUX4c), en el que el agente antisentido es capaz de unirse a un elemento de secuencia necesario
para el corte y empalme del pre-ARNm de DUX4 o DUX4c o es capaz de unirse a un elemento de secuencia
necesario para la poliadenilacion del pre-ARNm de DUX4 o DUX4c, y en el que el agente antisentido es un
oligonucleétido antisentido o analogo de oligonucle6tido antisentido, para su uso como un medicamento.

2. El agente antisentido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 capaz de unirse a un elemento de secuencia
necesario para el corte y empalme del pre-ARNm de DUX4 pero no del pre-ARNm de DUX4c, o capaz de unirse a
un elemento de secuencia necesario para la poliadenilacion del pre-ARNm de DUX4 pero no del pre-ARNm de
DUX4c.

3. El agente antisentido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 capaz de unirse a un elemento de secuencia
necesario para el corte y empalme del pre-ARNm de DUX4c pero no del pre-ARNm de DUX4, o capaz de unirse a
un elemento de secuencia necesario para la poliadenilacion del pre-ARNm de DUX4c pero no del pre-ARNm de
DUX4.

4. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que:

- el agente antisentido tiene una longitud entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 nucleétidos o
andalogos de nucleodtido, preferentemente una longitud entre aproximadamente 12 y aproximadamente 80 o entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 50, mas preferentemente entre aproximadamente 20 vy
aproximadamente 40 o entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30 nucleétidos o analogos de nucleétido;
ylo

- el agente antisentido es un oligonucleétido de 2’-O-metil fosforotioato o mas preferentemente un oligonucle6tido
de morfolino fosforodiamidato; y/o

- el agente antisentido esta conjugado con un péptido penetrador de células (PPC).

5. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
elemento de secuencia necesario para el corte y empalme del pre-ARNm de DUX4 o de DUX4c se selecciona del
grupo que comprende sitios donantes de corte y empalme, sitios aceptores de corte y empalme, segmentos ricos en
pirimidina o polipirimidina aguas arriba de sitios aceptores de corte y empalme, limites exon-intron, limites intron-
exon, sitios de ramificacion y elementos potenciadores de corte y empalme exoénico del pre-ARNm de DUX4 o de
DUX4c, preferentemente seleccionados del grupo que comprende sitios donantes de corte y empalme, sitios
aceptores de corte y empalme, limites exon-intron y limites intrén-exén del pre-ARNm de DUX4 o de DUX4c.

6. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4 o 5 configurado
para unirse a al menos aproximadamente 10 bases, preferentemente a al menos aproximadamente 15 bases, mas
preferentemente a al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente a al menos
aproximadamente 25 bases o0 a al menos aproximadamente 30 bases, tal como, a entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 40 bases 0 a entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30 bases, preferentemente en el que
dicha referencia a bases representa bases consecutivas de una cualquiera de las siguientes secuencias de pre-
ARNmM de DUX4 (SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8) o variantes de las mismas, que tienen una identidad de secuencia de al
menos aproximadamente 80 %, y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos
aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas:

ggctetgctggaggagctitaggacgcggggtigggacggggtegggtggticggggeag (SEQ 1D NO: 2);
gctgaccggectgggattcctgecttctaggtctaggeccggtgagagactccacaccge (SEQ ID NO: 4);

ggcatcccggggatcccagagecggceccaggtacctgcgcacgegegggtttgcgggeag (SEQ ID NO: 6);
tetgtetgtetttgeccgcettectggcetagacctgegegeagtgegeaccceggcetgacg (SEQ ID NO: 8).

7. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4 a 6 que
comprende una secuencia complementaria a una cualquiera de las siguientes secuencias de pre-ARNm de DUX4
(SEQ ID NO: 10 a 15, 66) o a variantes de las mismas que tienen una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente
95 % con las secuencias respectivas, o a fragmentos de las mismas que comprenden al menos 10 bases, o al
menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente
en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas, de las secuencias o variantes respectivas:

cttctaggtctaggcccggtgagag (SEQ ID NO: 10);
tggctagacctgegegeagtgegea (SEQ ID NO: 11);
cttcctggctagacctgegegeagt (SEQ ID NO: 12);
agacctgcgcgcagtgcgcacccecg (SEQ ID NO: 13);
cttcctggctagacctgegegeagtgegea (SEQ ID NO: 14);
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gcccgctteectggetagacctgegegeagt (SEQ ID NO: 15);
acgcggggttgggacggggtcgggt (SEQ ID NO: 66).

8. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4 a 7 que
comprende una cualquiera de las secuencias (SEQ ID NO: 16 a 21, 64) o variantes de las mismas que tienen una
identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90 %
o de al menos aproximadamente 95 % con las secuencias respectivas, o con fragmentos de las mismas que
comprenden al menos 10 bases, 0 al menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas
preferentemente al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25
bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas, de las secuencias o
variantes respectivas:

CUCUCACCGGGCCUAGACCUAGAAG (SEQ ID NO: 16);
UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCA (SEQ ID NO: 17);
ACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAG (SEQ ID NO: 18);
CGGGGUGCGCACUGCGCGCAGGUCU (SEQ ID NO: 19);
UGCGCACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAG (SEQ ID NO: 20);
ACUGCGCGCAGGUCUAGCCAGGAAGCGGGC (SEQ ID NO: 21);
ACCCGACCCCGUCCCAACCCCGCGU (SEQ ID NO: 64).

9. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
elemento de secuencia necesario para la poliadenilacion del pre-ARNm de DUX4 o de DUX4c es una sefial de
poliadenilacion del pre-ARNm de DUX4 o de DUX4c.

10. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4 0 9 configurado
para unirse a al menos aproximadamente 10 bases, preferentemente a al menos aproximadamente 15 bases, mas
preferentemente a al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente a al menos
aproximadamente 25 bases o a al menos aproximadamente 30 bases, tal como a entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 40 bases o a entre aproximadamente 20 y aproximadamente 30 bases, preferentemente en el que
dicha referencia a bases representa bases consecutivas de la siguiente secuencia de pre-ARNm de DUX4 (SEQ ID
NO: 67) o a variantes de la misma, que tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y
preferentemente de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con dicha secuencia:

acatctcctggatgattagttcagagatatattaaaatgccccctcectgtggatcctatagaaga (SEQ ID NO: 67)

11. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 9 o 10 que
comprende una secuencia complementaria a la siguiente secuencia de pre-ARNm de DUX4 (SEQ ID NO: 69) o a
variantes de la misma, que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80 % y preferentemente
de al menos aproximadamente 90 % o de al menos aproximadamente 95 % con dicha secuencia, o0 a fragmentos de
la misma que comprenden al menos 10 bases, o0 al menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente
15 bases, mas preferentemente al menos aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos
aproximadamente 25 bases, preferentemente en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas de
dichas secuencias o variantes:

agttcagagatatattaaaatgccc (SEQ ID NO: 69).

12. El agente antisentido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4 0 9 a 11 que
comprende la secuencia (SEQ ID NO: 65) o variantes de la misma que tiene una identidad de secuencia de al
menos aproximadamente 80 % y preferentemente de al menos aproximadamente 90% o de al menos
aproximadamente 95 % con dicha secuencia, o fragmentos de la misma que comprenden al menos 10 bases, o al
menos 12 bases, preferentemente al menos aproximadamente 15 bases, mas preferentemente al menos
aproximadamente 20 bases, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 25 bases, preferentemente
en el que dicha referencia a bases representa bases consecutivas de dichas secuencias o de variantes:

GGGCAUUUUAAUAUAUCUCUGAACU (SEQ ID NO: 65).

13. Un acido nucleico que codifica uno cualquiera o mas agentes antisentido tal como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 12, o una construccion o un vector de acido nucleico recombinante, preferentemente una
construccién o un vector de expresion, que comprende un acido nucleico que codifica uno cualquiera o0 mas agentes
antisentido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso como un medicamento.

14. Una célula hospedadora que comprende uno cualquiera o mas agentes antisentido tal como se define en una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o el &cido nucleico tal como se define en la reivindicaciéon 13 o la
construccion o el vector tal como se define en la reivindicaciéon 13 para su uso como un medicamento.
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15. Un organismo hospedador no humano que comprende uno cualquiera o0 mas agentes antisentido tal como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o el acido nucleico tal como se define en la reivindicacion 13
o la construccion o el vector tal como se define en la reivindicacion 13 o la célula hospedadora tal como se define en
la reivindicacion 14.

16. Una composicion o formulacion que comprende uno cualquiera o mas agentes antisentido tal como se define en
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o el acido nucleico tal como se define en la reivindicacién 13 o la
construccién o el vector tal como se define en la reivindicacion 13 o la célula hospedadora tal como se define en la
reivindicacion 14, preferentemente en el que la composiciéon o la formulacién es una composicion farmacéutica que
comprende adicionalmente uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, para su uso como un medicamento.

17. Una composicién o formulacion farmacéutica que comprende uno cualquiera o mas agentes antisentido tal como
se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o el acido nucleico tal como se define en la reivindicacién
13 o la construccion o el vector tal como se define en la reivindicacion 13 o la célula hospedadora tal como se define
en la reivindicacion 14, y que comprende adicionalmente uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

18. Kit de componentes que comprende la composicién o formulacion farmacéutica tal como se define en la
reivindicacion 17.

19. Uno cualquiera o mas agentes antisentido tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o
el acido nucleico tal como se define en la reivindicacion 13 o la construccion o el vector tal como se define en la
reivindicacion 13 o la célula hospedadora tal como se define en la reivindicacion 14, o la composiciéon o formulacion
tal como se define en la reivindicacion 16 para su uso en el tratamiento de la distrofia facioescapulohumeral (FSHD)
0 para el uso en el tratamiento de un sarcoma que comprende la expresion de una proteina de fusion entre DUX4 o
DUX4c y otra proteina, no relacionada.

20. Uno cualquiera o mas agentes antisentido tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o
un &cido nucleico tal como se define en la reivindicacion 13 o una construccion o un vector tal como se define en la
reivindicacion 13 o célula hospedadora tal como se define en la reivindicacion 14, o la composicién o formulacion tal
como se define en la reivindicacién 16 para su uso en el tratamiento de acuerdo con la reivindicacién 19, en el que el
sarcoma se selecciona de la familia de tumores de Ewing, sarcomas infantiles de tejidos blandos indiferenciados y
rabdomiosarcomas.
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(DUX4),

agaaacggag
cctcagcgag
gggtcgggtyg
acggaggyggc
cttectaggte
gecatececeggg
cgcetggget
ccgcectgacc
gggctgggtyg
ctcegoteceg
cccctgecage
tgtctttgec
ggagcteget
cccaccttee
ttecagagata
tgtgatgagt
cataacttecg
aatggttaca

gccccggggy
gaagaatacc
gttcggggcea
gtgtctcecge
taggcceggt
gateccagag
gtgggagcag
gcecccoccteocee
gagacccccyg
gcggectocgec
ctcececagetyg
cgcttectgg
ggecctctetg
gacgctgtct
tattaazatg
gcagagatat
gtgatcagtyg
tcacttaggt
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FIGURA 3

agctggaggce
gggctcectget
gggccgtgge
ccocgceocect
gagagactec
ccggececcagyg

ccecgggeaga
cacccecccac

tccocgocgaaa
tcectgtgtge
ccagcgegga
ctagacctge
tgeececttgtt
aggcaaacct
ccecectecet
gtcacaatat
cagatgtgtt
gatcagtgta

ctcggaagag
ggaggagcett
ctctecttteg
ccaccggget
acaccgegga
tacctgecgcea
gectetectge
cccccacccc
caccgggccc
ccocogogeca
gcteccoctggeg
gegeagtgeg
cttecegtgaa
ggattagagt
gtggatccta
cccctgtaga
tcagaactcce
gagatatgtt

(SEQID NO: 1)
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gccgectcoge
[tadgacgegg
cggggaacac
gaccggcctg
gaactgccat
cgecgegggtt
ctetecaccea
cggaaaacgc
cgcgcagocgt
ccgtegooog
gtcaaaagca
caccececgget
attctggetg
tacatctcet
tagaagattt
aaaagcctga
atagtagact
aaaattcteg

tggaagcacc

ggttgggacyg
ctggctggcet
ggattcctgce
tettteetgg
tgcgggecagce
gcccacceeg
gtcgtcecet
cocgggocctga
cocogooceggg
tacctctgte
gacgtgcaag
aatgtectecce
ggatgattag
geatcttttyg
aattggttta
gaacctagag
tgtagacaga
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FIGURA 4

CCACCCCCCCCCCCCACCACCACCACCACCACCACCCCGCCGGCCGGCCCCAG
GCCTCGACGCCCTGGGTCCCTTCCGGGGTGGGGCGGGCTGTCCCAGGGGGGCT
CACCGCCATTCATGAAGGGGTGGAGCCTGCCTGCCTGTGGGCCTTTACAAGGG
CGGCTGGCTGGCTGGCTGGCTGTCCGGGCAGGCCTCCTGGCTGCACCTGCCGC
AGTGCACAGTCCGGCTGAGGTGCACGGGAGCCCGCCGGCCTCTCTCTGCCCGE
GTCCGTCCGTGAAATTCCGGCCGGGGCTCACCGCGATGGCCCTCCCGACACCC
TCGGACAGCACCCTCCCCGCGGAAGCCCGGGGACGAGGACGGCGACGGAGAC
TCGTTTGGACCCCGAGCCAAAGCGAGGCCCTGCGAGCCTGCTTTGAGCGGAAC
CCGTACCCGGGCATCGCCACCAGAGAACGGCTGGCCCAGGCCATCGGCATTCC
GGAGCCCAGGGTCCAGATTTGGTTTCAGAATGAGAGGTCACGCCAGCTGAGGC
AGCACCGGCGGGAATCTCGGCCCTGGCCCGGGAGACGCGGCCCGCCAGAAGG
CCGGCGAAAGCGGACCGCCGTCACCGGATCCCAGACCGCCCTGCTCCTCCGAG
CCTTTGAGAAGGATCGCTTTCCAGGCATCGCCGCCCGGGAGGAGCTGGCCAGA
GAGACGGGCCTCCCGGAGTCCAGGATTCAGATCTGGTTTCAGAATCGAAGGGC
CAGGCACCCGGGACAGGGTGGCAGGGCGCCCGCGCAGGCAGGCGGCCTGTGC
AGCGCGGCCCCCGGCGGGGGTCACCCTGCTCCCTCGTGGGTCGCCTTCGCCCA
CACCGGCGCGTGGGGAACGGGGCTTCCCGCACCCCACGTGCCCTGCGCGCCTG
GGGCTCTCCCACAGGGGGCTTTCGTGAGCCAGGCAGCGAGGGCCGCCCCCGCG
CTGCAGCCCAGCCAGGCCGCGCCGGCAGAGGGGGTCTCCCAACCTGCCCCGGC
GCGCGGGGATTTCGCCTACGCCGCCCCGGCTCCTCCGGACGGGGCGCTCTCCC
ACCCTCAGGCTCCTCGGTGGCCTCCGCACCCGGGCAAAAGCCGGGAGGACCGG
GACCCGCAGCGCGACGGCCTGCCGGGCCCCTGCGCGGTGGCACAGCCTGGGCC
CGCTCAAGCGGGGCCGCAGGGCCAAGGGGTGCTTGCGCCACCCACGTCCCAGG
GGAGTCCGTGGTGGGGCTGGGGCCGGGGTCCCCAGGTCGCCGGGGCGGCGTG
GGAACCCCAAGCCGGGGCAGCTCCACCTCCCCAGCCCGCGCCCCCGGACGCCT
CCGCCTCCGCGCGGCAGGGGCAGATGCAAGGCATCCCGGCGCCCTCCCAGGCG
CTCCAGGAGCCGGCGCCCTGGTCTGCACTCCCCTGCGGCCTGCTGCTGGATGA
GCTCCTGGCGAGCCCGGAGTTTCTGCAGCAGGCGCAACCTCTCCTAGAAACGG
AGGCCCCGGGGGAGCTGGAGGCCTCGGAAGAGGCCGCCTCGCTGGAAGCACC
CCTCAGCGAGGAAGAATACCGGGCTCTGCTGGAGGAGCTTTAGGACGCGGGG
TTGGGACGGGGTCGGGTGGTICGGGGCAGGGCCGTGGCCTCTCTTTCGCGGGGAA
CACCTGGCTGGCTACGGAGGGGCGTGTCTCCGCCCCGCCCCCTCCACCGGGCTGA
CCGGCCTGGGATTCCTGCCTTCTAGGTCTAGGCCCGGTGAGAGACTCCACACC
GCGGAGAACTGCCATTCTTTCCTGGGCATCCCGGGGATCCCAGAGCCGGC
CCAGACCTGCGCGCAGTGCGCACCCCGGCTGACGTGCAAGGGAGCTCGCTGG
CCTCTCTGTGCCCTTGTTCTTCCGTGAAATTCTGGCTGAATGTCTCCCCCCACCT
TCCGACGCTGTCTAGGCAAACCTGGATTAGAGTTACATCTCCTGGATGATTAGT
TCAGAGATATATTAAAATGCCCCCTCCCTGTG

(SEQ ID NO: 42)
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FIGURA 5

CCACCCCCCCCCCCCACCACCACCACCACCACCACCCCGCCGGCCGGCCCCAG
GCCTCGACGCCCTGGGTCCCTTCCGGGGTGGGGCGGGCTGTCCCAGGGGGGCT
CACCGCCATTCATGIAAGGGGTGGAGCCTGCCTGCCTGTGGGCCTTTACAAGGG
CGGCTGGCTGGCTGGCTGGCTGTCCGGGCAGGCCTCCTGGCTGCACCTGCCGC
AGTGCACAGTCCGGCTGAGGTGCACGGGAGCCCGCCGGCCTCTCTCTGCCCGC
GTCCGTCCGTGAAATTCCGGCCGGGGCTCACCGCGATGGCCCTCCCGACACCC
TCGGACAGCACCCTCCCCGCGGAAGCCCGGGGACGAGGACGGCGACGGAGAC
TCGTTTGGACCCCGAGCCAAAGCGAGGCCCTGCGAGCCTGCTTTGAGCGGAAC
CCGTACCCGGGCATCGCCACCAGAGAACGGCTGGCCCAGGCCATCGGCATTCC
GGAGCCCAGGGTCCAGATTTGGTTTCAGAATGAGAGGTCACGCCAGCTGAGGC
AGCACCGGCGGGAATCTCGGCCCTGGCCCGGGAGACGCGGCCCGCCAGAAGG
CCGGCGAAAGCGGACCGCCGTCACCGGATCCCAGACCGCCCTGCTCCTCCGAG
CCTTTGAGAAGGATCGCTTTCCAGGCATCGCCGCCCGGGAGGAGCTGGCCAGA
GAGACGGGCCTCCCGGAGTCCAGGATTCAGATCTGGTTTCAGAATCGAAGGGC
CAGGCACCCGGGACAGGGTGGCAGGGCGCCCGCGCAGGCAGGCGGCCTGTGC
AGCGCGGCCCCCGGCGGGGGTCACCCTGCTCCCTCGTGGGTCGCCTTCGCCCA
CACCGGCGCGTGGGGAACGGGGCTTCCCGCACCCCACGTGCCCTGCGCGCCTG
GGGCTCTCCCACAGGGGGCTTTCGTGAGCCAGGCAGCGAGGGCCGCCCCCGCG
CTGCAGCCCAGCCAGGCCGCGCCGGCAGAGGGGGTCTCCCAACCTGCCCCGGE
GCGCGGGGATTTCGCCTACGCCGCCCCGGCTCCTCCGGACGGGGCGCTCTCCC
ACCCTCAGGCTCCTCGGTGGCCTCCGCACCCGGGCAAAAGCCGGGAGGACCGG
GACCCGCAGCGCGACGGCCTGCCGGGCCCCTGCGCGGTGGCACAGCCTGGGCC
CGCTCAAGCGGGGCCGCAGGGCCAAGGGGTGCTTGCGCCACCCACGTCCCAGG
GGAGTCCGTGGTGGGGCTGGGGCCGGGGTCCCCAGGTCGCCGGGGCGGCGTG
GGAACCCCAAGCCGGGGCAGCTCCACCTCCCCAGCCCGCGCCCCCGGACGCCT
CCGCCTCCGCGCGGCAGGGGCAGATGCAAGGCATCCCGGCGCCCTCCCAGGCG
CTCCAGGAGCCGGCGCCCTGGTCTGCACTCCCCTGCGGCCTGCTGCTGGATGA
GCTCCTGGCGAGCCCGGAGTTTCTGCAGCAGGCGCAACCTCTCCTAGAAACGG
AGGCCCCGGGGGAGCTGGAGGCCTCGGAAGAGGCCGCCTCGCTGGAAGCACC
CCTCAGCGAGGAAGAATACCGGGCTCTGCTGGAGGAGCTTTAGGACGCGGGG
TCTAGGCCCGGTGAGAGACTCCACACCGCGGAGAACTGCCATTCTTTCCT
GGGCATCCCGGGGATCCCAGAGCCGGCCCAGACCTGCGCGCAGTGCGCAC
CCCGGCTGACGTGCAAGGGAGCTCGCTGGCCTCTCTGTGCCCTTGTTCTICCGT
GAAATTCTGGCTGAATGTCTCCCCCCACCTTCCGACGCTGTCTAGGCAAACCTG
GATTAGAGTTACATCTCCTGGATGATTAGTTCAGAGATATATTAAAATGCCCCC
TCCCTGTG

(SEQ ID NO: 43)
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FIGURA 6

ggagggcgggctaccecegggaccttigggecceccgagetcatgecatgttcataacgeggtgga
ggtggtaggtctttctaagggectectggetgecacctgecgcagtgcacaggecggectgag
gtgcacgggagcccgccggectectectectgeccgegteccgtecgtgaaattcecggececgggge
tcaccgcggccctcccgacaccttcggacagcaccctccccgcggaagcccggggac
gaggacggcgacggagactecgtttggaccccgagcoccaaagocgaggecctgegagectgett
tgagcggaacccgtacccgggecatcgeccaccagagaacggcectggeccaggecatecggeatt
ccggagcccagggtecagatttggtttcagaatgagaggtcacgeccagetgaggcagcaca
ggcgggaatctcggeccctggeccocgggagacgeggoccgccagaaggoccggcgaaagocggac
cgcocgtcaccggateccagaccgeecctgectectecgagectttgagaaggategettteca
ggcatcgccgeccgggaggagetggeccagagagacgggecteeccggagtccaggattcaga
tctggtttcagaatcgaagggecaggcaccecgggacagggtggcagggecgeccgegcaggc
aggcggcectgtgcagegeggecceecggegggggtcacectgeteecctegtgggtegectte
gcccacaccggcgegtaggggaacggggettecececgecaccccacgtgecctgegegectggygyg
ctctcececacagggggetttegtgageccaggecagcecgagggecgeccccgegetgecageececag
ccaggccgogecggcagaggggateteccaacctgeccecggegegaggggatttegectac
gccgcecceggetectecggacggggegetecteccacectcaggetecteggtggecteecge
acccgggcaaaagccgdggaggaccgggacccgcagegcecgacggectgeccgggeccectgege
ggtggcacagectgggecoccgetcaageggggoecgcagggecaaggggtgettgegecacce
acgtcccaggggagtccegtggtggggctggggecggggteccccaggtegeecggggeggegt
gggaaccccaagccggggcagcetceccacctecccageccgegeccececggacgecteagegge
aagcacagatgccagccatceccaggecgeoctcececcaaccgetecaggagecggggegetegtet
acagtcacctccagcctgttatatgagctcctacaccagagtttcagcaaaaggca
cgacctttecctagatceccggegecactgggggagectgaaggacgtggaagagecegetectge
tggaaccactcctcageccaggaagaacaccgggctectgetggaggagcaggttggageggg
gttggggcggggtgggggcaggacggegeccctectetttegeggtgaacctetgacteggta
tggagaggcgtgccttcecccttecagetgacctgtectaggatecectgagttecaggtecggt
gagagactccacacagaggagggctgtcattctttecctgagecatceccggggatecccaggge
ccgoccaggtaccgggaggtggactgtctactgegecatgegecaggtttgcaggcagecagec
taggtttt

(SEQ ID NO: 50)
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FIGURA 7

ggagggcgggctaccceccgggaccttgggecccgagetecatgecatgttcataacgecggtgga
ggtggtaggtetttoctaagggectectggetgcacctgecegeagtgecacaggecggetgayg
gtgcacgggagcecocgeocggectetetetgececgegteecgteoecgtgaaatteccggecgggge
tcaccgcggccctcccgacaccttcggacagcaccctccccgcggaagcccggggac
gaggacggcecgacggagactecgtttggaccecocgagccaaagegaggecctgecgagectgett
tgagcggaacccgtaccecgggecatcecgeccaccagagaacggectggecccaggecatecggeatt
ccggagcccagggtccagatttggtttocagaatgagaggtcacgccagetgaggcagecace
ggcgggaatcteggecctggeccgggagacgcgygeccgccagaadggecyggecgaaageggac
cgccegtecaccggatcccagaccgecctgetectecgagectttgagaaggategettteeca
ggcatcgcogocococgggaggagetggecagagagacgggectceccggagtccaggattcaga
tctggtttcagaatcgaagggccaggcacccygggacagggtggcagggecgeccgcgcaggce
aggcggcctgtgcagegeggecceccggecgggggtcaccctgetecctecgtgggtegecttc
gcccacaccggegegtggggaacggggetteccgecaccccacgtgecctgecgegectgggyg
ctctececcacagggggetttecgtgagecaggcagecgagggecgeccccgegetgecageccayg
ccaggccgcgccggcagaggggatctceccoccaacctgecececggecgegeggggatttecgectac
geegececceccggetectococggacggggegeteteccaccectecaggetecteggtggectecge
acccgggcaaaagccgggaggaccgggacccgcagegecgacggectgecgggeccctgege
ggtggracagecctgggecocgoetcaagecggggecgcagggoecaaggggtgettgegecacece
acgtcccaggggagtcecgtggtggggetggggecggggtecccaggtegecggggeggegt
gggaaccccaadcecggggecagetccacctecccagecegegececcggacgecteccgecgge
aagcacagatgccagccatccaggcgecteccaaccgeteccaggagecggggegetogtet
acagtcacctccagcctgttatatgagctcctacaccagagtttcagcaaaaggca
cgacctttecctagatcocggegeccactgggggagetgaaggacgtggaagagecoccgetetge
tggaaccactcctecageccaggaagaacaccgggectetgectggaggagecaggttggageggyg
gttgogocggggtgggggcaggacggecgecctectetttegeggtgaacctectgacteggta
tggagaggcgtgeccectteocecoctteccagetgacctgtectaggateccctgagttccaggtceggt
gagagactccacacagaggagggectgtecattectttectgagecatecececggggatecoccaggge
cocgeccaggtaccgggaggtggactgtctactgegecatgecgecaggtttgcaggcagecagec
taggttttccaaccageccecaggeggagetectecattectititecocccagegttettcagteg
agttggcggagacctcagtcocgecgaagegetgggecggggocagaageccaggecagtteteo
tttccgtggctcgactectectgectecttcgetcaccaacacttgeccaaccccagtcecccgec
agcctcecctcgeccag

(SEQ ID NO: 51)
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FIGURA 8

ATGTCTTATCGTCACTTCCGTGTCATCCTATCCCTGACCTCCCCACAGCCCACA

GCTCTTGTCATAGGCCAGCGGGACCTCGCACTCCGGGAAAACGTGGGGTGCCC
GGTGCAGGCCGAGAGCTCGGCCCACAGCCGCGTCTGCTTGCGGGGCGCCCACC
AGCTCACCAGCCCTCCGGATCGCCGGCCCGGGGGACCTGTTGCTCGCGTGTCT

CCCGCCCCCGAAAGCGCGACCACGTTGGCTGTTTCCCGAGCTCTGCGGGGACA
CAGAAACCTCCAGCGAAGCGTGGAAAAGCAGCATCGTGACTTCGCTCTCCTTT
CCGGTTTCCAGACCGGCCACAGTGGAGACTCCCCTTGTTGCAGGAAACAGGAA
TCCGTGGTCAGGCCAATTACTGGAGAACCTCAGAGAGCCAGCCCCGGAAGCCC
CTCTTTCCCCTCCAATCCGGCCCTGCACCCACCCACCCCACAAGGCCCTGGTCC
CTGTGGTTTTCGGCTTCGGAGGGCGGGCTACCCCGGGACCTTGGGCCCCGAGC

TCATGCATGTTCATAACGCGGTGGAGGTGGTAGGTCTTTCTAAGGGCCTCCTGG
CTGCACCTGCCGCAGTGCACAGGCCGGCTGAGGTGCACGGGAGCCCGCCGGCC
TCTCTCTGCCCGCGTCCGTCCGTGAAATTCCGGCCGGGGCTCACCGCGATGIGC

CCTCCCGACACCCTCGGACAGCACCCTCCCCGCGGAAGCCCGGGGACGAGGAC
GGCGACGGAGACTCGTTTGGACCCCGAGCCAAAGCGAGGCCCTGCGAGCCTGC
TTTGAGCGGAACCCGTACCCGGGCATCGCCACCAGAGAACGGCTGGCCCAGGC
CATCGGCATTCCGGAGCCCAGGGTCCAGATTTGGTTTCAGAATGAGAGGTCAC
GCCAGCTGAGGCAGCACCGGCGGGAATCTCGGCCCTGGCCCGGGAGACGCGG
CCCGCCAGAAGGCCGGCGAAAGCGGACCGCCGTCACCGGATCCCAGACCGCC

CTGCTCCTCCGAGCCTTTGAGAAGGATCGCTTTCCAGGCATCGCCGCCCGGGA

GGAGCTGGCCAGAGAGACGGGCCTCCCGGAGTCCAGGATTCAGATCTGGTTTC
AGAATCGAAGGGCCAGGCACCCGGGACAGGGTGGCAGGGCGCCCGCGCAGGC
AGGCGGCCTGTGCAGCGCGGCCCCTGGCGGGGGTCACCCTGCTCCCTCGTGGG
TCGCCTTCGCCCACACCGGCGCGTGGGGAACGGGGCTTCCCGCACCCCACGTG
CCCTGCGCGCCTGGGGCTCTCCCACAGGGGGCTTTCGTGAGCCAGGCAGCGAG
GGCCGCCCCCGCGCTGCAGCCCAGCCAGGCCGCGCCGGCAGAGGGGGTCTCCC
AACCTGCCCCGGCGCGCGGGGATTTCGCCTACGCCGCCCCGGCTCCTCCGGAC

GGGGCGCTCTCCCACCCTCAGGCTCCTCGGTGGCCTCCGCACCCGGGCAAAAG
CCGGGAGGACCGGGACGCGCAGCGCGACGGCCTGCCGGGCCCCTGCGCGGTG

GCACAGCCTGGGCCCGCTCAAGCGGGGCCGCAGGGCCAAGGGGTGCTTGCGC

CACCCACGTCCCAGGGGAGTCCGTGGTGGGGCTGGGGCCGGGGTCCCCAGGTC
GCCGGGGCGGCGTGGGAACCCCAAGCCGGGGCAGCTCCACCTCCCCAGCCCGE
GCCCCCGGACGCCTCCGCGGCAAGCACAGATGCCAGCCATCCAGGCGCCTCCC
AACCGCTCCAGGAGCCGGGGCGCTCGTCTACAGTCACCTCCAGCCTGTTATAT

GAGCTCCTGTAGACACCAGAGTTTCAGCAAAAGGCACGACCTTTCCTAGATCC
GGCGCCACTGGGGGAGCTGAAGGACGTGGAAGAGCCCGCTCTGCTGGAACCA

CTCCTCAGCCAGGAAGAACACCGGGCTCTGCTGGAGGAGCAGAGGTGCCTGTT
GCTCAAGTCTCTGCCCCCGCCCCCCGAAAGTGTGACCATGTTGACTGTTTGTTT
CCCGAGCTCTGTGGGGACCCAGAAACTTCCAGGAATGCGTGGAACACCAGCAT
CGTTTGTCGAGTGCGCCCGTCCCTGTGGTGGGAGCAGTGGCCCCGAGCGTGCC

CACGGGCCCCGGCTTGGGTTICTCTCGTGTTTAGAATGGTATGGCCGTAGACAA
TGGCGGTGGCGCCTGGCTGGTCCAAGAGCCCGGTCCAGCTACGCGCGTCTGAT
TCCAGGCGTCACCACCAACCCGGGGCCGCGAGGCTGGGATCAGGCACCCCCGG
AGCCGCTCGCCCGCGGCCGGGCTGCTCTCCCCCTCTATACGCCCAAGCACCAG

TCGCCGCGCTGCGTTTTCCGCCGGCCTCGCAGAGCGTCCCGCTATCGCCGGCGG
CCAGACCACGCGCAGGACCGCTGA (SEQ ID NO: 52)
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FIGURA 9
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FIGURA 11
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FIGURA 17
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FIGURA 20

MKGWSLPACGPLQGRLAGWLAVRAGLLAAPAAVHSPAEVHGSPPASLCPRPSVKFRPG
LTAMALPTPSDSTLPAEARGRGRRRRLVWTPSQSEALRACFERNPYPGIATRERLAQAI
GIPEPRVQIWFQNERSRQLRQHRRESRPWPGRRGPPEGRRKRTAVTGSQTALLLRAFE
KDRFPGIAAREELARETGLPESRIQIWFQNRRARHPGQGGRAPAQAGGLCSAAPGGGH
PAPSWVAFAHTGAWGTGLPAPHVPCAPGALPQGAFVSQAARAAPALQPSQAAPAEGV
SQPAPARGDFAYAAPAPPDGALSHPQAPRWPPHPGKSREDRDPQRDGLPGPCAVAQP
GPAQAGPQGQGVLAPPTSQGSPWWGWGRGPQVAGAAWEPQAGAAPPPQPAPPDAS
ASARQGQMQGIPAPSQALQEPAPWSALPCGLLLDELLASPEFLQQAQPLLETEAPGELE
ASEEAASLEAPLSEEEYRALLEEL (SEQ ID NO: 59)

FIGURA 21

MALPTPSDSTLPAEARGRGRRRRLVWTPSQSEALRACFERNPYPGIATRERLAQAIGIPE
PRVQIWFQNERSRQLRQHRRESRPWPGRRGPPEGRRKRTAVTGSQTALLLRAFEKDR

FPGIAAREELARETGLPESRIQIWFQNRRARHPGQGGRAPAQAGGLCSAAPGGGHPAP

SWVAFAHTGAWGTGLPAPHVPCAPGALPQGAFVSQAARAAPALQPSQAAPAEGISQPA
PARGDFAYAAPAPPDGALSHPQAPRWPPHPGKSREDRDPQRDGLPGPCAVAQPGPAQ
AGPQGQGVLAPPTSQGSPWWGWGRGPQVAGAAWEPQAGAAPPPQPAPPDASAAST

DASHPGASQPLQEPGRSSTVTSSLLYELL (SEQ ID NO: 60)
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FIGURA 22
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FIGURA 24
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FIGURA 25
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FIGURA 26
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FIGURA 27

pLAM de Gabrié&ls (SEQ ID NO: €2) corresponde al ARNm de DUX4 de Dixit et al
pLAM de Tapscottp (SEC ID NO: &3) corresponde al ARNm de DUX4 de Snider et al
Unién D4Z4 (SEC ID NO: 6l1) corresponde al ARNm de DUX4 de Coppée et al

Codén de terminacion

inicio (GI o GC) y fin (AG) de intrones: dentro de sitios de corte y empalme donantes

v aceptores respectivamente

sefial poli A

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabrigéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Zz4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unioén D4Z4
pLAM de Gabrié&ls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién DA4AZ4
pLAM de Gabrigéls

CTCTGCTGGAGGAGCTYTAY ACGCGEELETTGEEACGEEETCEEETEETTCGEEELAGEE
CTCTGCTGGAGGAGCTYTAJGACGCGGGETTGGEACGGGETCGGETGGT TCGEGGCAGGE

CTCTGCTGGAGGAGCTITAFEACGCGGEET TGGGACGEEETCGEETGET TCGEGGCAGGE

ek ek e gk e gk e ok ok e ok e ok ke e ke ok gk e ke ke o R ke sk o e ke ok ok gk e ke ok ke e g e ok ok o ok ok ke o ke e ke e ok ek ke ke ok ke ke

CCETGGECCTCTCTTTCHECGGEEAACACCTGGCTEGCTACGEAGGGGCETGTUTCCGECCCC
CCGTGGCCTCTCTTTCGCGGGGRACRACCTGGCTGGCTACGGAGGGGCGTGTLTCCGCCCC
CCGTGGCCTCTCTTTCGCGGGEERACACCTGGLTGGCTACGGAGGGGCETGTLTCCGCCCC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R EE R R R R TR

GCCCCUTCCACCGEGCTGACCGECCTGGGATTCCTGCCTT CTAGGTCTAGGLCCGETGAG
GCCCCCTCCACCGGECTGACCGGCCTGEGATTCCTGCCTTCTAGGTCTAGGCCUGGTGAG
GCCCCCTCCACCOEECTEACCGECCTGEEATTCCTGCCTT CTAGGTCTAGGCCCGETGAG

o ko o e o e e

AGACTCCACACCGCGGAGAACTGCCATTCTTTCCT GGECATCCCGGGEGATCCCAGAGCCG
AGRCTCCRCACCGCGGAGARCTGCCATTCTTTCCTGGECATCCCGGEEATCCCAGRGCCG
AGACTCCACACCGCGGAGAACTGCCATTCTTTCCTGGECATCCCGGEEATCCCAGAGCCE

khkhkkhhhhdkrhd b bk d b bbbk bk kb bk bbbk d bbb d hd kb bk dd bbb r bbbk dk ok kk

CCCCHGETACOAGCAGCTGCCCCCGCOCTACTGUGCACGCCGCGGETTTCCGCOCAGCCGCCT
GCCCHGETACHIGCG- —— == === —========= CACGCGCGGGTTTGCGGGELAGCCGCCT

GCCCPGGTACCAGC;EQIGGGCCGCCTACTGCGCACGCGCGGGTTTGCGGGCAGCCGCCT

**++*+*+**k:++_ Tk k kbbb kb hw ko dd ok k kb ko

GGGCTGTGGGEAGCAGCCCGGEECAGAGCTCTCCTGCCTCT CCACCAGCCCACLCCGLCGCL
GGGCTGTGGGAGCAGCCCGGGCAGAGCTCTCCTGCCTCT CCACCAGCCCACCCCGCCGCC

GGGCTGTGGEAGCAGCCCGEGEAGAGCTCTCCTGCCTCTCCACCAGLCCACCCCGLCGCD
ok ok ok ok ok ke ke ok ok ke sk ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok e ok ok ok ok ok ok ok ok e sk ok ke sk e ok ok ok ok sk ok ek ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

TGACCGCCCCCTCCCCACCCCCCACCCCCCACCCCCGEAMAACGCGTCGTCCCCTGGGCT
TGACCGCCCCCTCCCCACCCCC-ACCCCCCACCCCCGEAMAACGCGTCGTCCCCTGGGCT

hhkdkhbkhhhkhdhkddrhbhbdohkhbdad Fhrkadrhdrhbdrbhbdrdbrbddhrdrhddrrhdhhddhh

GGGTGGAGACCCCCGTCCCGCGRAACACCGGGCCCCGCGCAGCGTCCGGGCCTGACACCG
GGETGGACGACCCCCGTCCCGUGARAACACCGGGLCCCGLGCAGCETCCGEGCCTGACTCCG
GGGTGGAGACCCCCGTCCCGCGRAACACCGGGCCCCGCGCAGCGTCCGGGCCTGACACCG

dhkdkhkhkdhhddhkhkdhkhhohkhddhdkdrhhdhhhdhddhhhkdhhbhdhdkdkbdhdrdhdhd o kkx

CTCCGGCGGCTCGCCTCCTATGCGCCCCCGCGCCACCGTCGCCCGCCCGCCLGGGLCCCT

CTCCGGCEGCTCGLCTCCTCTGCGCLCCCGCGCCACCETCGCCCGCCCGCCLGGGLCCCT

hhkdkEkhkddr kb dIAI bbb ddAAE *dh FhkAkxkFAAAdEdA A A A A A A E A A A bk I r A A I A A

GCAGCCGCCCAGGTGCCAGCACGGAGCGCCTGECGECCEAACGCAGACCCCAGGLCCCGGC
GCAGCCTCCCAGCTGCCAGCGLCEEAGCT CCTGGCGETCARAAGCATACCTCTGTCTG——
GCAGCCTCCCAGCTGCCAGCGLCEGAGCT CCTGGCGETCARARAGCATACCTCTGTCTG———

kokddhkd khdkEkod kb ok dkokhk Aok bk d ok kb ok k ok dd kA Ekokk ke ok

GCACACCGGGEACGCTGAGCGTT CCAGGCGGGAGGGARGGCGEGCAGAGAT GCAGAGAGE
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PLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
PLAM de Tapscottp

union D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabrié&ls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
PLAM de Gabrié&ls
plLEM de Tapscottp

unién D4Z4
pLEM de Gabrié&ls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
PLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabrié&ls
pLEM de Tapscottp

unisén D474
pLAM de Gabri&ls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
PLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D474
pPLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
PLAM de Gabrié&ls
pLEM de Tapscottp

union D474
pLAM de Gabrié&ls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4

ES 2596 977 T3

-k X ke k& *

AACGGGAGACCTAGAGGGGCGGAAGGACGGGCGEAGGGACGTTAGGAGGGAGGGAGGGAG

GCAGGGAGGCAGGGAGGAACGGAGGGARAGACAGAGCGACGCAGGGALT GEEEGLGGEECE
———————————————————————————————————————— GCTAGACCTGCGCGCAG——~

———————————————————————————————————————— GCTEGACCTGCGCGCAG- -~

dk e Kk *hkk Kk ok ok

GGAGGGAGCCGGGEAACGEGEEEAGEAAGGCACGGAGEAAAAGCEETCCTCEGCCTCCGE
————————————————————————————————————————— TGCGCACCCCGECTGACGT

————————————————————————————————————————— TCCGCACCCCOECTCACGT

o dedede dkok sk ke e e
B . .

GAGTAGCGGGACCCLCGCCCTCCGEEAAAACGET CAGCGTCCEGLUGLGEGCTGAGEGCTE

GLCAAGGGAGCTCGCTGELCTCTCTG————— TECCCTTGTTCTTCCGTGARAATTCTGGLTE
GCAAGGGAGCTCGCTGGCCTCTCT G- == == TGCCCTTCTTCTTCCGTGAAATT CTGGCTC
*'.;lér .* :*-k ek ok ok * *: ok L -L..‘* ek ok ke

GGCCCACAGCCGCCECECOGECCCECCEEECACCACCCATTCGCCCCEETTCCCTGELCC
~— ~AATGTCTCCCCCCACCTTCCGACG ———— =~~~ ===

-—-AATGTCTCCCCCCACCTTOCGACG- ———— == mm—m—mmmmm e m e e
*ok&k ok k& hak Kok

AGGGAGTGGGCGETTTCCTCCEECACAARAGACCGGGACTCGEGTTGCCGTCGGGTCTTC

* .

ACCCGCGCGETTCACAGACCGUACATCLCCAGGCT GAGLCCTGUAACGLGGIGCGAGGLC

—————————————————————— ACATCTCCTGGAT GATTAGT—----TCAGAGATATATT
—————————————————————— ACATCTCCTGGATGATTAGT - -- -TCAGAGATATATT
FrkEkk hkakk kEkk K * x k%

GACAGCCCCGGCCACGGAGGAGCCACACGCAGGACGACGGAGGCETGATTTTGGTTTCCG
AAAATGCCCCCTCCCTGTGGAT CCTATAGAAGATTTGCATCTTTTGTGT GATGAGTGCAG
AAAATGCCCCCTCCCTGTGGATCCTATAGAAGATTTGCATCTTTTGTGTGATGAGTGCAG

* % &k * Kk FekFx FFE e o+ Kk KA e * E I * * _*
e . H . . s . . .

B e e e .

CGTGGCTTTGCCCTCCGCAAGGCGGCCTGTTGCTCACGTCTCTCCGGCCCCCGAAAGGCT

. ATATGTCACAATATCCCCTETAG-———
AG———mmmm ATATGTCACAATATCCCCTETAG-———
***:*:. ko ko *:*.

* .k

GGCCATGCCGACTGTTTGCTCCCGGAGCTCTGLGGGCACCCGGARACAT GCAGGGAAGGE
-ARAAAGCCTGAAATTGGTTTACATAACTTCGETG-————————————————————————
~AAAAAGCCTGAAATTGGTTTACATAACTTCGGT G- ———— === == == ————==———————
...}:*** .:.** de ok _*. -k.ir* * *
TGCAAGCCCGGCACGETGCCTTCGCTCTCCTTGCCAGGTTCCARACCGGCCACACTGCAG
——————————————————————————————————————— ATCAGTGCAGATGIGTTTCAG

——————————————————————————————————————— ATCAGTGCAGATGTGTTTCAG
o kE e kK * wxk

ACTCCCCACGTTGCCGCACGCGEGAAT CCATCETCAGGCCATCACGCCGGGGAGGCATCT

AACTCCATAGTAGACTGAACCTAGAGAATGGTTACAT -~~~ == - == - ——————mmmm—
AACTCCATAGTAGACTGAACCTAGAGAATGGTTACAT - —————-—--—————————-—————

P S S P T P S H

CCTCTCTGGGGTCTCGCTCTGGTCTTCTACGTGGAARTGARCGAGAGCCACACGCCTGCG
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pLAM de Gabrigls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabri&ls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabrig&ls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriéls
pLAM de Tapscottp

unioén D4Z4
pLAM de Gabrigéls
pLAM de Tapscottp

unién D4Z4
pLAM de Gabriégls
pLAM de Tapscottp

ES 2596 977 T3

*'** :*** :**:‘ **'**.**

TGTGCGAGACCGT CCCGGCAACGGCGACGLCCACAGGCATTGCCTCCTTCACGGAGAGAG
———————————————————————————————————— ATGTTAARATTCTCGTGTAGACAG
———————————————————————————————————— ATGTTAARATTCTCGTGTAGACAG

JEKE HFh ok Kkkk xk

PEEEE

GGCCTGGCACACTCAAGACTCCCACGGAGGTTCAGTTCCACACTCCCCTCCACCCTCCCA

AGCCTAGACAATTGTTACATCACCTAGTG-———————————————————————— ATCAGT
AGCCTAGACAATTGTTACATCACCTAGTG-—===-=—=——=======—==—====—= ATCAGT
k& * ok Kk .

JREkKkR Ok k k .

GGCTGGTTTCTCCCTGCTGCCGACGCGTGGGAGCCCAGAGAGCGGCTTCCCGTTCCCGCG

GCAGGGATAAGT CATAAAGCCTCCTGTAGG————— CAGAGTGTAGGCAAGTGTTCCC——-
GCAGGGATAAGT CATAAAGCCTCCTGTAGG-———~ CAGAGTGTAGGCAAGTGTTCCC——~
K Rk ok kckkk sk Kkkkk ek k. kkkkkk

GGATCCCTGGAGAGGTCCGGAGAGCCGGCCCCCGAAACGCGCCCCCCTCCCCLCTCCCCC

—=-TCCCTGGGCTGATCAG--=———===—=======— TGCAGAGATATCTCACAAAGCCCCT
——-TCCCTGGGCTGATCAG--=———=—=—======= TGCAGAGATATCTCACAAAGCCCCT
Kok okkkkk ek kk ok Lk Aok kL kkkk

CTCTCCCCCTTCCTCTTCGTCTCTCCGGCCCCACCACCACCACCGCCACCACGCCCTCCC
ATAAGCCARACCTTGACAAGGGTTACATCACCTGTTTGAGCAGTGGARATATATATCACA
ATAAGCCAAACCTTGACAAGGGTTACATCACCTGTTTGAGCAGT GGAAATATATATCACA

LR e KA ek k. *

. Extremo del transrito D4Z4-D4Z4 N o
CCCCCCCCCCCCCCCCCCACCAéEACCACCACCACCCCGCCGGCCGGCCCCAGGCCTCGA

AAGCCCCCTGTAGACAAAGCCCAGACAATTTTTACATCTCCTGAG-———-—————————-———
AAGCCCCCTGTAGACAAAGCCCAGACAATTTTTACATCTCCTGAG-————--—-———=—————

* Kk kk ok L F *k o Kkk Kk H Lk
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FIGURA 28
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FIGURA 29
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FIGURA 30
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FIGURA 31
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FIGURA 32
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