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DESCRIPCION

Tratamiento de enfermedades relacionadas con un gen de colageno mediante la inhibicion de un transcrito
antisentido natural a un gen de colageno.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos 61/187.384,
presentada el 16 de junio de 2009, n.° 61/286.939, presentada el 16 de diciembre de 2009 y la solicitud de patente
provisional de Estados Unidos n.° 61/286.965, presentada el 16 de diciembre de 2009.

Los aspectos de la divulgacion comprenden oligonucleétidos que modulan la expresion y/o funcién de un gen de
colageno y moléculas asociadas.

ANTECEDENTES

La hibridacion de ADN-ARN y ARN-ARN es importante para muchos aspectos de la funcién del acido nucleico que
incluyen replicacion, transcripcion y traduccién de ADN. La hibridacién también es fundamental para una diversidad
de tecnologias que detectan un acido nucleico particular o alteran su expresién. Los nucle6tidos antisentido, por
ejemplo, alteran la expresién génica hibridandose con el ARN diana, interfiriendo asi con el corte y empalme, la
transcripcion, la traduccion y la replicacion del ARN. EI ADN antisentido tiene la caracteristica afiadida de que los
hibridos de ADN-ARN sirven de sustrato para la digestion por ribonucleasa H, una actividad que esta presente en la
mayoria de los tipos celulares. Las moléculas antisentido pueden administrarse a células, como es el caso de los
oligodesoxinuclettidos (ODN), o pueden expresarse a partir de genes enddgenos como moléculas de ARN. La FDA
aprobo6 recientemente un farmaco antisentido, VITRAVENE™ (para el tratamiento de retinitis por citomegalovirus),
que refleja que el antisentido tiene utilidad terapéutica.

RESUMEN

La invencion se define por las reivindicaciones. Los aspectos de la presente divulgacion que constituyen la invencién
se definen por las reivindicaciones.

En un aspecto, la divulgacion proporciona métodos para inhibir la acciéon de un transcrito antisentido natural usando
oligonucledtido(s) antisentido dirigido(s) a cualquier region del transcrito antisentido natural dando como resultado la
regulacion por aumento del gen sentido correspondiente. También se contempla en el presente documento que la
inhibiciéon del transcrito antisentido natural puede lograrse por siRNA, ribozimas y moléculas pequefias, que se
considera que estan dentro del alcance de la presente divulgacion.

Un aspecto proporciona un método de modulacion de la funcidn y/o expresion de un polinucleétido de un gen de
colageno en células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos
con un oligonucleétido antisentido de 5 a 30 nucleétidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un
50 % de identidad de secuencia con un complemento inverso de un polinucleétido que comprende de 5 a 30
nucleétidos consecutivos dentro de los nucleétidos 1 a 387 de la SEQ ID SEQ ID NO: 4, 1 a 561 de la SEQ ID NO: 5,
la335delaSEQID SEQID NO:6,1a613delaSEQIDNO:7,1a177 dela SEQ ID NO: 8,y 1 a 285 de la SEQ
ID NO: 9, modulando asi la funcién y/o expresion del polinucledtido de un gen de colageno en células o tejidos de
paciente in vivo o in vitro.

En otro aspecto, un oligonucle6tido se dirige a una secuencia antisentido natural de un polinucleétido de un gen de
colageno, por ejemplo, nucledtidos expuestos en la SEQ ID NO: 4 a 9, y cualquier variante, alelo, homologo,
mutante, derivado, fragmento y secuencia complementaria a los mismos. Los ejemplos de oligonucleétidos
antisentido se exponen como las SEQ ID NO: 10 a 29.

Otro aspecto proporciona un método de modulacion de la funcién y/o expresion de un polinucledtido de un gen de
colageno en células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos
con un oligonucledtido antisentido de 5 a 30 nucleétidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un
50 % de identidad de secuencia con respecto a un complemento inverso de un antisentido del polinucleétido del gen
de colageno; modulando asi la funcion y/o expresion del polinucleétido de un gen de colageno en células o tejidos
de paciente in vivo o in vitro.
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Otro aspecto proporciona un método de modulacion de la funcién y/o expresion de un polinucledtido de un gen de
colageno en células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos
con un oligonucledtido antisentido de 5 a 30 nucleétidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un
50 % de identidad de secuencia con respecto a un oligonucledtido antisentido para el oligonucledétido antisentido del
gen de colageno; modulando asi la funcién y/o expresion del polinucleétido de un gen de colageno en células o
tejidos de paciente in vivo o in vitro.

En un aspecto, una composicién comprende uno o mas oligonucleétidos antisentido que se unen a polinucleétidos
de un gen de colageno de sentido y/o antisentido.

En otro aspecto, los oligonucleétidos comprenden uno o mas nucleétidos modificados o sustituidos.
En otro aspecto, los oligonucleétidos comprenden uno o mas enlaces modificados.

En otro aspecto mas, los nucleétidos modificados comprenden bases modificadas que comprenden fosforotioato,
metilfosfonato, acidos nucleicos peptidicos, 2'-O-metilo, fluoro- o carbono, metileno u otras moléculas de é&cido
nucleico blogueado (LNA). Preferiblemente, los nucleétidos modificados son moléculas bloqueadas de &cidos
nucleicos, que incluyen a-L-LNA.

En otro aspecto, los oligonucledtidos se administran a un paciente por via subcutanea, intramuscular, intravenosa o
intraperitoneal.

En otro aspecto, los oligonucleétidos se administran en una composicion farmacéutica. Una pauta de tratamiento
comprende administrar los compuestos antisentido al menos una vez al paciente; sin embargo, este tratamiento
puede modificarse para incluir multiples dosis durante un periodo de tiempo. El tratamiento puede combinarse con
uno o mas tipos diferentes de terapias.

En otro aspecto, los oligonucleétidos estan encapsulados en un liposoma o unidos a una molécula portadora (por
ejemplo, colesterol, péptido TAT).

Se describen otros aspectos a continuacion.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un grafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de Collal después del tratamiento de células HepG2 con oligonucleétidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles del ARNm de Collal en las células HepG2 se aumentan significativamente 48 h después
de tratamiento con uno de los oligos disefiados para Collal antisentido DW440457. Las barras indicadas como
CUR-1361 a CUR-1364 corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NO: 10 a 13 respectivamente.

La figura 2 es un grafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de Colla2 después del tratamiento de células HUVEC con oligonuclettidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles del ARNm de Colla2 en las células HUVEC se aumentan significativamente 48 h después
de tratamiento con uno de los oligos disefiados para Colla2 antisentido Hs.571263. Las barras representadas como
CUR-0862, CUR-0864, CUR-0863, CUR-0865, CUR-0866 y CUR- CUR-0867 corresponden a muestras tratadas con
las SEQ ID NOS: 14 a 19 respectivamente.

La figura 3 es un grafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de Col7al después del tratamiento de células HUVEC con oligonucledtidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles de ARNm de Col7al en las células HUVEC se aumentan significativamente 48 h después
de tratamiento con uno de los siRNA disefiados para Col7al como CV425857 (CV425857.1_1, CV425857.1 2))y
un siRNA para BU615800.1 (BU615800.1_1). Las barras representadas como CUR-0356, CUR-0358, CUR-0360 y
CUR-0362, corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NOS: 20 a 23 respectivamente.

La figura 4 es un grafico de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de Col7al después del tratamiento de células HepG2 con oligonucleétidos de fosforotioato
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introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles de ARNm de Col7al en las células HepG2 se aumentan significativamente 48 h después
de tratamiento con dos de los oligos disefiados para Col7al como bel42537 y bg998538. Las barras representadas
como CUR-0360 y CUR-0856 a CUR-0860 corresponden a muestras tratadas con la SEQ ID NO: 22 y la SEQ ID
NO: 24 a 28 respectivamente.

Descripcion de la lista de secuencias

SEQ ID NO: 1: Colageno de Homo sapiens, tipo |, alfa 1 (COL1A1), ARNm (N.° de acceso a NCBI: NM-000088.3).
SEQ ID NO: 2: Colageno de Homo sapiens, tipo |, alfa 2 (COL1A2), ARNm (N.° de acceso a NCBI: NM_000089.3).
SEQ ID NO: 3: NM_024013.1| Coldgeno de Homo sapiens, tipo VI, alfa 1 (COL7A1), ARNm (n.° de acceso a NCBI:
NM_000094.3).

SEQ ID NOs: 4 a 9: SEQ ID NO: 4: Secuencia antisentido de COL1Al natural (DW440457); SEQ ID NO: 5:
Secuencia antisentido de COL1A2 natural (Hs.571263); SEQ ID NO: 6: Secuencia antisentido de COL7A1 natural
(Cv425857.1).

SEQ ID NO: 7: Secuencia antisentido de COL7A1 natural (BU615800.1); SEQ ID NO: 8: Secuencia antisentido de
COL7A1 natural (BE142537); SEQ ID NO: 9: Secuencia antisentido de COL7A1 natural (BG998538).

SEQ ID NOs: 10 a 29 - Oligonucleotidos antisentido. "r" indica ARN y * indica enlace fosfotioato.

SEQ ID NO: 30 a 33 son los complementos inversos de los oligonucleétidos antisentido de SEQ ID NO: 20 a 23
respectivamente. "r* indica ARN.

DESCRIPCION DETALLADA

Varios aspectos de la divulgacion se describen a continuacion con referencia a aplicaciones ejemplares para
ilustracién. Debe entenderse que los numerosos detalles, relaciones y métodos especificos se exponen para
proporcionar un entendimiento completo de la divulgacién. Un experto en la técnica relevante, sin embargo,
reconocerd facilmente que la divulgacion puede ponerse en practica sin uno o mas de los detalles especificos o con
otros métodos. La presente divulgacion no esté limitada por el orden de actos o acontecimientos, ya que algunos
actos pueden producirse en diferentes drdenes y/o simultdneamente con otros actos o acontecimientos. Ademas, no
todos los actos o acontecimientos ilustrados son requeridos para implementar una metodologia de acuerdo con la
presente divulgacion.

Todos los genes, nombres de genes y productos génicos descritos en el presente documento pretenden
corresponderse con homologos de cualquier especie para las que son aplicables las composiciones y métodos
desvelados en el presente documento. Por lo tanto, los términos incluyen, pero sin limitacion, genes y productos
génicos de seres humanos y ratones. Se entiende que cuando se desvela un gen o producto génico de una especie
particular, esta divulgacion pretende ser ejemplar Unicamente, y no debe interpretarse como una limitaciéon, a menos
que el contexto en el que aparece lo indique claramente. Por lo tanto, por ejemplo, los genes desvelados en el
presente documento, que en algunos casos se refieren a secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos de
mamifero, pretenden incluir genes homadlogos y/u ortélogos y productos génicos de otros animales incluyendo, pero
sin limitacién, otros mamiferos, peces, anfibios, reptiles y aves. En aspectos, los genes o secuencias de acidos
nucleicos son humanos.

Definiciones

La terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir aspectos particulares Unicamente y no
pretende ser limitante de la divulgacion. Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un", "una",
"el" y "la" pretenden incluir las formas plurales también, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
Ademas, siempre que los términos "que incluye”, "incluye", "que tiene", "tiene", "con", o variantes de los mismos, se
usen en la descripcion detallada y/o las reivindicaciones, tales términos pretenden ser incluyentes de un modo

similar al término "que comprende”.

El término "aproximadamente" significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular como se ha
determinado por un experto en la técnica, lo que dependera en parte de cémo se mide o determina el valor, es decir,
de las limitaciones del sistema de medicion. Por ejemplo, "aproximadamente" puede significar dentro de 1 0 mas de
1 desviacion estandar, por la practica en la técnica. Como alternativa, "aproximadamente" puede significar un
intervalo de hasta el 20 %, preferiblemente hasta el 10 %, mas preferiblemente hasta el 5 %, y adin mas
preferiblemente hasta el 1 % de un valor dado. Como alternativa, particularmente con respecto a sistemas o
procesos bioldgicos, el término puede significar dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces,
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y mas preferiblemente dentro de 2 veces, de un valor. Si se describen valores particulares en la solicitud y
reivindicaciones, a menos que se establezca de otro modo, debe asumirse que el término "aproximadamente"
significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular.

Como se usa en el presente documento, el término "ARNm" significa la transcripcion o transcripciones de ARNm
actualmente conocidas de un gen elegido como diana, y cualquier transcripcion adicional que pueda dilucidarse.

Por "oligonucledtidos antisentido" o "compuesto antisentido" se entiende una molécula de ARN o de ADN que se une
a otro ARN o ADN (ARN, ADN diana). Por ejemplo, si es un oligonucleétido de ARN, se une a otra diana de ARN por
medio de interacciones ARN-ARN vy altera la actividad del ARN diana. Un oligonucleétido antisentido puede regular
por aumento o regular por disminucion la expresién y/o funcién de un polinucleétido particular. La definicion pretende
incluir cualquier molécula de ARN o ADN foraneo que es util desde un punto de vista terapéutico, diagnoéstico, u otro
punto de vista. Tales moléculas incluyen, por ejemplo, moléculas de ARN o ADN antisentido, ARN de interferencia
(IARN), microARN, moléculas de ARN sefiuelo, siRNA, ARN enzimatico, ARN de edicién terapéutica y ARN agonista
y antagonista, compuestos oligoméricos antisentido, oligonucle6tidos antisentido, oligonucledtidos de secuencia de
guia externa (EGS), agentes de corte y empalme alternativos, cebadores, sondas, y otros compuestos oligoméricos
gue hibridan con al menos una porcién del acido nucleico diana. Como tales, estos compuestos pueden introducirse
en forma de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, parcialmente monocatenarios, o circulares.

En el contexto de esta divulgacion, el término "oligonucleétido” se refiere a un oligbmero o polimero de &cido
ribonucleico (ARN) o &cido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos de los mismos. El término "oligonucleétido™
también incluye oligbmeros lineales o circulares de mondmeros o enlaces naturales y/o modificados, que incluyen
desoxirribonucleédsidos, ribonucledsidos, formas sustituidas y alfa-anémeras de los mismos, &cidos nucleicos
peptidicos (PNA), acidos nucleicos bloqueados (LNA), fosforotioato, metilfosfonato y similares. Los oligonucleétidos
son capaces de unirse especificamente a un polinucleétido diana a modo de un patrén regular de interacciones
monomero a monomero, tales como tipo Watson-Crick de apareamiento de bases, tipos Hobdgsteen o Hodgsteen
inversa de apareamiento de bases, o similares.

El oligonucledtido puede ser "quimérico”, es decir, estar compuesto de diferentes regiones. En el contexto de esta
divulgacion, los compuestos "quiméricos" son oligonucledtidos que contienen dos o mas regiones quimicas, por
ejemplo, una 0 més regiones de ADN, una o mas regiones de ARN, una o mas regiones de PNA, etc. Cada region
gquimica esta constituida de al menos una unidad de mondémero, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto
de oligonucledtidos. Estos oligonucledtidos normalmente comprenden al menos una region en la que el
oligonucledtido se modifica con el fin de presentar una o mas propiedades deseadas. Las propiedades deseadas del
oligonucledtido incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, elevada resistencia a la degradacion por nucleasas,
elevada captacion celular y/o elevada afinidad de union para el acido nucleico diana. Las diferentes regiones del
oligonucledtido pueden, por lo tanto, tener diferentes propiedades. Los oligonuclettidos quiméricos de la presente
divulgacion pueden formarse como estructuras mixtas de dos o méas oligonucleétidos, oligonucleétidos modificados,
oligonucleésidos y/o analogos de oligonucleétidos, como se ha descrito anteriormente.

El oligonucleétido puede estar compuesto de regiones que pueden enlazarse en "registro”, es decir, cuando los
monomeros se enlazan consecutivamente, como en ADN nativo, o se enlazan mediante espaciadores. Los
espaciadores pretenden constituir un "puente” covalente entre las regiones y tienen en aspectos preferidos una
longitud que no supera aproximadamente 100 atomos de carbono. Los espaciadores pueden llevar diferentes
funcionalidades, por ejemplo, tener carga positiva o negativa, llevar propiedades de uniéon a acido nucleico
especiales (intercaladores, ligantes de surcos, toxinas, fluoréforos, etc.), ser lipéfilos, inducir estructuras secundarias
especiales como, por ejemplo, péptidos que contienen alanina que inducen hélices alfa.

Como se usa en el presente documento, los "genes de colageno"” son inclusivos de todos los miembros de la familia,
mutantes, alelos, fragmentos, especies, secuencias codificantes y no codificantes, hebras de polinucleétidos de
sentido y antisentido, etc.

Como se usan en el presente documento, las palabras Colageno, tipo I, alfa 1; Colageno Alpha-1(I), COL1A1,
colageno tipo | alfa-1, cadena de colageno alfa-1(l), Ol4, se consideran iguales en la bibliografia y se usan de forma
intercambiable en la presente solicitud.

Como se usan en el presente documento, las palabras Colageno alfa-2(l), "colageno, tipo I, alfa 2", colageno alfa2(l),
colageno alfa-2 tipo I, cadena de Colageno alfa-2(l) y COL1A2, se consideran iguales en la bibliografia y se usan de
forma intercambiable en la presente solicitud.
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Como se usan en el presente documento, las palabras cadena de colageno alfa-1(VIl), COL7A1l, EBD1, EBDCT,
EBR1, colageno LC, colageno de cadena larga, se consideran iguales en la bibliografia y se usan de forma
intercambiable en la presente solicitud.

Como se usa en el presente documento, la expresion "oligonucleétido especifico para" u "oligonucleétido que se
dirige a" se refiere a un oligonucledtido que tiene una secuencia (i) capaz de formar un complejo estable con una
porcién del gen elegido como diana, o (ii) capaz de formar un duplex estable con una porcion de una transcripcion de
ARNm del gen elegido como diana. La estabilidad de los complejos y diplex puede determinarse por calculos
tedricos y/o ensayos in vitro. Se describen ensayos ejemplares para determinar la estabilidad de complejos y duplex
de hibridacion se describen en los Ejemplos a continuacién.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "acido nucleico diana" incluye ADN, ARN (que comprende
preARNm y ARNm) transcrito a partir de tal ADN, y también ADNc derivado de tal ARN, secuencias codificantes, no
codificantes, polinucleétidos sentido o antisentido. La hibridacion especifica de un compuesto oligomérico con su
acido nucleico diana interfiere con la funcién normal del acido nucleico. Esta modulacién de la funcién de un acido
nucleico diana por compuestos, que hibridan especificamente con éste, se denomina generalmente "antisentido".
Las funciones de ADN que van a interferirse incluyen, por ejemplo, la replicacién y la transcripcién. Las funciones de
ARN que van a interferirse incluyen todas las funciones vitales tales como, por ejemplo, translocalizacién del ARN al
sitio de traduccion de proteina, traduccion de proteina desde ARN, corte y empalme del ARN para dar una o mas
especies de ARNm, y actividad catalitica que puede acoplarse en o facilitarse por el ARN. El efecto global de tal
interferencia con la funcién del 4cido nucleico diana es la modulacién de la expresion de un producto codificado u
oligonucledtidos.

La interferencia de ARN "iIARN" esta mediada por moléculas de ARN bicatenario (dSARN) que tienen homologia
especifica de secuencia para sus secuencias de acidos nucleicos "diana". En ciertos aspectos de la presente
divulgacion, los mediadores son duplex de ARN "interferente pequefio” (SIRNA) de 5-25 nucledtidos. Los siRNA se
obtienen a partir del procesamiento de dsARN por una enzima RNasa conocida como Dicer. Los productos de
duplex de siRNA son reclutados en un complejo de siRNA de multi-proteina llamado RISC (complejo de
silenciamiento inducido por ARN). Sin desear quedar ligando a teoria alguna en particular, se cree entonces que un
RISC es guiado a un &cido nucleico diana (adecuadamente ARNm), en el que el diplex de siRNA interacciona en
una forma especifica de secuencia para mediar en la escision en un modo catalitico. Los ARN interferentes
pequefios que pueden usarse de acuerdo con la presente divulgacion pueden sintetizarse y usarse segun
procedimientos que son bien conocidos en la técnica y que seran familiares para el experto en la técnica. Los ARN
interferentes pequefios para su uso en los métodos de la presente divulgacion comprenden adecuadamente entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 50 nucleétidos (nt). En los ejemplos de aspectos no limitantes, los siRNA
pueden comprender aproximadamente de 5 a aproximadamente 40 nt, aproximadamente de 5 a aproximadamente
30 nt, aproximadamente de 10 a aproximadamente 30 nt, aproximadamente de 15 a aproximadamente 25 nt, o
aproximadamente 20-25 nucledtidos.

La seleccién de oligonucledtidos apropiados se facilita usando programas informaticos que alinean automaticamente
secuencias de acidos nucleicos e indican regiones de identidad u homologia. Tales programas se usan para
comparar secuencias de acidos nucleicos obtenidas, por ejemplo, buscando en bases de datos tales como GenBank
o secuenciando productos de PCR. La comparacion de secuencias de acidos nucleicos de un intervalo de especies
permite la seleccion de secuencias de acidos nucleicos que muestran un grado de identidad apropiado entre
especies. En el caso de genes que no se han secuenciado, se realizan Southern blots para permitir una
determinacién del grado de identidad entre genes en especies diana y otras especies. Realizando Southern blots a
grados de rigurosidad variables, como se sabe bien en la técnica, es posible obtener una medida aproximada de la
identidad. Estos procedimientos permiten la selecciéon de oligonucleétidos que presentan un alto grado de
complementariedad con secuencias de acidos nucleicos diana en un sujeto que va a controlarse y un menor grado
de complementariedad con secuencias de acidos nucleicos correspondientes en otras especies. Un experto en la
técnica se dara cuenta de que hay libertad considerable en la seleccion de regiones apropiadas de genes para su
uso en la presente divulgacion.

Por "ARN enzimatico" se entiende una molécula de ARN con actividad enzimatica. Los acidos nucleicos enziméticos
(ribozimas) acttan uniéndose primero a un ARN diana. Tal unién se produce mediante la porcién de unién de diana
de un acido nucleico enzimatico que se mantiene en estrecha proximidad a una porciéon enzimatica de la molécula
gue actua para escindir el ARN diana. Asi, el acido nucleico enzimatico reconoce primero y después se une a ARN
diana mediante apareamiento de bases, y una vez unido al sitio correcto, actia enzimaticamente para cortar el ARN

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 620 960 T3

diana.

Por "ARN sefiuelo” se entiende una molécula de ARN que imita el dominio de unién natural para un ligando. Por lo
tanto, el ARN sefiuelo compite con la diana de unién natural para la unién de un ligando especifico. Por ejemplo, se
ha mostrado que la sobreexpresion del ARN de respuesta de activacion en trans del VIH (TAR) puede actuar de
"sefiuelo" y se une eficazmente a la proteina tat del VIH, previniendo asi que se una a secuencias de TAR
codificadas en el ARN del VIH. Esto se entiende que es un ejemplo especifico. Los expertos en la técnica
reconoceran que esto es Unicamente un ejemplo, y facilmente pueden generarse otros aspectos usando técnicas
generalmente conocidas en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término "mondmeros” normalmente indica monémeros enlazados por
enlaces fosfodiéster o analogos de los mismos para formar oligonucleétidos que varian en tamafio de algunas
unidades monoméricas, por ejemplo, de aproximadamente 3-4, a aproximadamente varios cientos de unidades
monoméricas. Los andlogos de enlaces fosfodiéster incluyen: fosforotioato, fosforoditioato, metilfosfonatos,
fosforoselenoato, fosforamidato y similares, como se describe méas completamente a continuacion.

El término "nucledtido” incluye nucleétidos que existen de forma natural, asi como nucle6tidos que no existen de
forma natural. Debe ser evidente para el experto en la técnica que los diversos nucleétidos que se han considerado
previamente "que no existen de forma natural" se han encontrado posteriormente en la naturaleza. Por lo tanto,
"nucledtidos” incluye no sélo las moléculas que contienen heterociclos de purina y pirimidina conocidas, sino también
andlogos y tautomeros heterociclicos de las mismas. Los Ejemplos ilustrativos de otros tipos de nucle6tidos son
moléculas que contienen adenina, guanina, timina, citosina, uracilo, purina, xantina, diaminopurina, 8-oxo-N6-
metiladenina, 7-deazaxantina, 7-deazaguanina, N4,N4-etanocitosina, N6,N6-etano-2,6-diaminopurina, 5-
metilcitosina, 5-alquinil (C3-C6)-citosina, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, pseudoisocitosina, 2-hidroxi-5-metil-4-
triazolopiridina, isocitosina, isoguanina, inosina y los nucleétidos "que no existen de forma natural" descritos en la
Pat. de Estados Unidos n.° 5.432.272. El término "nucle6tido” pretende incluir todos y cada uno de estos ejemplos,
asi como anélogos y tautomeros de los mismos. Los nucleétidos especialmente interesantes son aquellos que
contienen adenina, guanina, timina, citosina y uracilo, que se consideran como los nucleétidos que existen de forma
natural en relacion con la aplicacion terapéutica y diagndstica en seres humanos. Los nucleétidos incluyen los
azucares naturales 2'-desoxi y 2'-hidroxilo, por ejemplo, como se describe en Kornberg y Baker, DNA Replication, 22
Ed. (Freeman, San Francisco, 1992), asi como sus analogos.

"Anéalogos”, en referencia a nucleétidos, incluye nucledtidos sintéticos que tienen restos de bases modificados y/o
restos de azucar modificados. Tales andlogos incluyen nucledtidos sintéticos disefiados para potenciar propiedades
de unién, por ejemplo, la estabilidad del diplex o triplex, especificidad, o similares.

Como se usa en el presente documento, "hibridacion" se refiere al apareamiento de hebras sustancialmente
complementarias de compuestos oligoméricos. Un mecanismo de apareamiento implica el enlace de hidrégeno, que
puede ser enlace de hidrogeno de Watson-Crick, Hodgsteen o de Hobgsteen inverso, entre bases de nucleésidos o
de nucledtidos (nucleétidos) complementarias de las hebras de compuestos oligoméricos. Por ejemplo, la adenina y
la timina son nucledtidos complementarios que se aparean mediante la formacién de enlaces de hidrégeno. La
hibridacién puede producirse bajo circunstancias variables.

Un compuesto antisentido es "especificamente hibridable" cuando la unién del compuesto al &cido nucleico diana
interfiere con la funcién normal del &cido nucleico diana para producir una modulacion de la funcién y/o actividad, y
hay un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del compuesto antisentido a
secuencias de acidos nucleicos no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, en
condiciones fisiolégicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en condiciones en las que se
realizan los ensayos en el caso de ensayos in vitro.

Como se usa en el presente documento, la expresion "condiciones de hibridacién rigurosas" o "condiciones
rigurosas” se refiere a condiciones bajo las que un compuesto de la divulgacion hibridard con su secuencia diana,
pero con un ndmero minimo de otras secuencias. Las condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y
seran diferentes en diferentes circunstancias y en el contexto de esta divulgacion, las "condiciones rigurosas" en las
que hibridan los compuestos oligoméricos con una secuencia diana se determinan por la naturaleza y composicion
de los compuestos oligoméricos y los ensayos en los que se estan investigando. En general, las condiciones de
hibridacion rigurosas comprenden bajas concentraciones (<0,15 M) de sales con cationes inorganicos tales como
Na++ o K++ (es decir, baja fuerza idnica), temperatura superior a 20 °C - 25 °C por debajo de la Tm del complejo de
compuesto oligomérico:secuencia diana, y la presencia de desnaturalizantes tales como formamida,
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dimetilformamida, sulféxido de dimetilo, o el detergente dodecilsulfato sédico (SDS). Por ejemplo, la velocidad de
hibridacion disminuye un 1,1 % por cada 1 % de formamida. Un ejemplo de una condicion de hibridacién de alta
rigurosidad es 0,1 x tampdn cloruro sédico-citrato sddico (SSC)/SDS al 0,1% (peso/volumen) a 60 °C durante 30
minutos.

"Complementario”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de apareamiento preciso entre
dos nucleétidos en una o dos hebras oligoméricas. Por ejemplo, si una nucleobase en una cierta posicién de un
compuesto antisentido es capaz de formar enlace de hidrégeno con una nucleobase en una cierta posiciéon de un
acido nucleico diana, siendo dicho acido nucleico diana un ADN, ARN, o molécula de oligonucleétido, entonces la
posicion de enlace del hidrégeno entre el oligonucledtido y el acido nucleico diana se considera que es una posicién
complementaria. El compuesto oligomérico y el ADN, ARN, o molécula de oligonucleétido adicional son
complementarios entre si cuando un numero suficiente de posiciones complementarias en cada molécula estan
ocupadas por nucleétidos que pueden formar enlace de hidrégeno entre ellos. Por lo tanto, "especificamente
hibridable" y "complementario” son términos que se usan para indicar un grado suficiente de apareamiento preciso o
complementariedad sobre un nimero suficiente de nucleétidos de forma que se produzca la unién estable especifica
entre el compuesto oligomérico y un acido nucleico diana.

Se entiende en la técnica que la secuencia de un compuesto oligomérico no necesita ser complementaria al 100 % a
la de su acido nucleico diana para ser especificamente hibridable. Ademds, un oligonuclettido puede hibridarse
sobre uno o méas segmentos de forma que segmentos intermedios 0 adyacentes no participen en el acontecimiento
de hibridacion (por ejemplo, una estructura de bucle, desapareamiento o estructura de horquilla). Los compuestos
oligoméricos de la presente divulgacion comprenden al menos aproximadamente el 70 %, o al menos
aproximadamente el 75 %, o al menos aproximadamente el 80 %, o al menos aproximadamente el 85 %, o al menos
aproximadamente el 90 %, o al menos aproximadamente el 95 %, o al menos aproximadamente el 99 %, de
complementariedad de secuencia con una region diana dentro de la secuencia de acidos nucleicos diana a la que se
dirigen. Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de los 20 nucledtidos del compuesto antisentido son
complementarios a una regiéon diana, y, por tanto, hibridarian especificamente, representaria el 90 por ciento de
complementariedad. En este ejemplo, los nucleétidos no complementarios restantes pueden agruparse o
intercalarse con nucledtidos complementarios y no necesitan ser contiguos entre si o a nucledtidos
complementarios. Como tal, un compuesto antisentido que tiene 18 nucledétidos de longitud que tiene 4 (cuatro)
nucleoétidos no complementarios que estan flanqueados por dos regiones de complementariedad completa con el
acido nucleico diana tendria el 77,8 % de complementariedad global con el acido nucleico diana y asi entraria dentro
del alcance de la presente divulgacion. El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con una
region de un acido nucleico diana puede determinarse rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de
bdsqueda de alineamientos locales basicos) y programas PowerBLAST conocidos en la técnica. El porcentaje de
homologia, la identidad de secuencias o la complementariedad pueden determinarse, por ejemplo, mediante el
programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University
Research Park, Madison Wis.), usando parametros por defecto, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv.
Appl. Math., (1981) 2, 482-489).

Como se usa en el presente documento, la expresion "punto de fusion térmico (Tm)" se refiere a la temperatura, bajo
fuerza id6nica definida, pH y concentracion de acido nucleico, a la que el 50 % de los oligonuclettidos
complementarios a la secuencia diana hibridan con la secuencia diana en equilibrio. Normalmente, condiciones
rigurosas seran aquellas en las que la concentracion de sales es la concentracion de i6n Na (u otras sales) de al
menos aproximadamente 0,01 a 1,0 M a pH de 7,0 a 8,3, y la temperatura es al menos aproximadamente 30 °C para
oligonucleétidos cortos (por ejemplo, de 10 a 50 nucledtidos). También pueden lograrse condiciones rigurosas con la
adicion de agentes desestabilizantes, tales como formamida.

Como se usa en el presente documento, "modulacion” significa tanto un aumento (estimulacién) como una
disminucion (inhibicion) en la expresién de un gen.

El término "variante", cuando se usa en el contexto de una secuencia de polinucleétidos, puede incluir una secuencia
de polinucleétidos relacionada con un gen de tipo silvestre. Esta definicion también puede incluir, por ejemplo,
variantes "alélicas", de "corte y empalme", de "especie" o "polimérficas". Una variante de corte y empalme puede
tener identidad significativa con una molécula de referencia, pero generalmente tendrd un mayor o menor nimero de
polinucleétidos debido al corte y empalme alternativo de exones durante el procesamiento de ARNm. El polipéptido
correspondiente puede poseer dominios funcionales adicionales o una ausencia de dominios. Las variantes de
especie son secuencias de polinucleétidos que varian de una especie a otra. Son de particular utilidad en la
divulgacion variantes de productos génicos de tipo silvestre. Las variantes pueden resultar de al menos una
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mutacion en la secuencia de acidos nucleicos y pueden producir ARNm alterados o polipéptidos cuya estructura o
funcién puede o puede no alterarse. Cualquier gen natural o recombinante dado puede tener ninguna, una o muchas
formas alélicas. Los cambios mutacionales comunes que dan lugar a variantes se atribuyen generalmente a
deleciones, adiciones o0 sustituciones naturales de nucleétidos. Cada uno de estos tipos de cambios puede
producirse solo, o en combinacidn con los otros, una 0 mas veces en una secuencia dada.

Los polipéptidos resultantes generalmente tendran identidad significativa de aminoacidos los unos con respecto a los
otros. Una variante polimoérfica es una variaciéon en la secuencia de polinucleétidos de un gen particular entre
individuos de una especie dada. Las variantes polimoérficas también pueden incluir "polimorfismos de un Unico
nucleétido" (SNP), o mutaciones de una Unica base en las que la secuencia de polinucleétidos varia una base. La
presencia de SNP puede ser indicativa de, por ejemplo, una cierta poblacién con una propension por una patologia,
gue es susceptibilidad frente a resistencia.

Los polinuclettidos derivados incluyen &cidos nucleicos sometidos a modificacion quimica, por ejemplo, sustitucién
de hidrégeno por un grupo alquilo, acilo o amino. Los derivados, por ejemplo, oligonucle6tidos derivados, pueden
comprender porciones que no existen de forma natural, tales como restos de azlcar alterados o enlaces interazicar.
A modo de ejemplo, entre éstos estan fosforotioato y otras especies que contienen azufre que se conocen en la
técnica. Los acidos nucleicos derivados también pueden contener etiquetas, que incluyen radionucleoétidos, enzimas,
agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, agentes cromogénicos, sustratos, cofactores, inhibidores,
particulas magnéticas y similares.

Un polipéptido o péptido "derivado" es uno que se modifica, por ejemplo, por glicosilacién, pegilacion, fosforilacion,
sulfatacion, reduccion/alquilacién, acilacién, acoplamiento quimico o tratamiento suave con formalina. Un derivado
también puede modificarse para contener una etiqueta detectable, tanto directa como indirectamente, incluyendo,
pero sin limitacién, un radiois6topo, etiqueta fluorescente y enzimatica.

Como se usa en el presente documento, el término "animal" o "paciente” pretende incluir, por ejemplo, seres
humanos, ovejas, alces, venados, ciervos mulos, visones, mamiferos, monos, caballos, ganado vacuno, cerdos,
cabras, perros, gatos, ratas, ratones, aves, pollo, reptiles, peces, insectos y aracnidos.

"Mamifero" incluye mamiferos de sangre caliente que normalmente estan bajo cuidado médico (por ejemplo, seres
humanos y animales domesticados). Los ejemplos incluyen felinos, caninos, equinos, bovinos y seres humanos, asi
como Unicamente seres humanos.

"Tratar" o "tratamiento” incluye el tratamiento de una patologia en un mamifero, e incluye: (a) prevenir que se
produzca la patologia en un mamifero, en particular, cuando tal mamifero tiene predisposicién a la patologia, pero
todavia no se ha diagnosticado que la tenga; (b) inhibir la patologia, por ejemplo, detener el desarrollo; y/o (c) aliviar
la patologia, por ejemplo, causando la regresién de la patologia hasta que se alcance un criterio de valoracién
deseado. Tratar también incluye la mejora de un sintoma de una enfermedad (por ejemplo, reducir el dolor o
molestia), en el que tal mejora puede o no afectar directamente a la enfermedad (por ejemplo, causa, transmision,
expresion, etc.).

Como se usa en el presente documento, "cancer" se refiere a todos los tipos de cancer o neoplasia o tumores
malignos que se encuentran en mamiferos, incluyendo, pero sin limitacion: leucemias, linfomas, melanomas,
carcinomas y sarcomas. El propio cancer se manifiesta como un "tumor" o tejido que comprende células malignas
del cancer. Los ejemplos de tumores incluyen sarcomas y carcinomas, tales como, pero sin limitacién: fibrosarcoma,
mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma,
linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de préstata,
carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de las glandulas
sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,
cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma de las vias biliares, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer de cuello
uterino, tumor testicular, carcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén de células pequefias, carcinoma de vejiga,
carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma.
Los canceres adicionales que pueden tratarse por la composicidn desvelada de acuerdo con la divulgacién incluyen,
pero sin limitacion, por ejemplo, linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, neuroblastoma, cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de pulmén, rabdomiosarcoma, trombocitosis primaria, tumores de pulmén de células pequefias de
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macroglobulinemia primaria, tumores cerebrales primarios, cancer de estdbmago, cancer de colon, insulanoma
pancreatico maligno, carcinoide maligno, cancer de vejiga urinaria, lesiones cutaneas premalignas, cancer testicular,
linfomas, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer del eso6fago, cancer de tracto genitourinario, hipercalcemia
maligna, cancer del cuello uterino, cancer endometrial, cancer cortical adrenal y cancer de prostata.

"Enfermedad o trastorno neurolégico" se refiere a cualquier enfermedad o trastorno del sistema nervioso y/o del
sistema visual. "Enfermedad o trastorno neuroldgico" incluye una enfermedad o trastornos que implican al sistema
nervioso central (cerebro, tronco encefalico y cerebelo), el sistema nervioso periférico (incluyendo nervios
craneales), y el sistema nervioso autbnomo (partes del cual estan situadas tanto en el sistema nervioso central como
el periférico). Los ejemplos de trastornos neurolégicos incluyen, pero sin limitacion, dolor de cabeza, estupor y coma,
demencia, convulsiones, trastornos del suefio, traumatismo, infecciones, neoplasias, neurooftalmologia, trastornos
del movimiento, enfermedades desmielinizantes, trastornos de la médula espinal, y trastornos de los nervios
periféricos, uniones musculares y neuromusculares. La enfermedad de adiccion y metal, incluyen, pero sin limitacién,
trastorno bipolar y esquizofrenia, también se incluyen en la definicién de trastorno neuroldgico. La siguiente es una
lista de varios trastornos neurolégicos, sintomas, signos y sindromes que pueden tratarse usando composiciones y
métodos de acuerdo con la presente divulgacion: afasia epileptiforme adquirida; encefalomielitis diseminada aguda;
adrenoleucodistrofia; degeneracion macular relacionada con la edad; agenesia del cuerpo calloso; agnosia;
sindrome de Aicardi; enfermedad de Alexander; enfermedad de Alpers; hemiplejia alterna; demencia vascular;
esclerosis lateral amiotréfica; anencefalia; sindrome de Angelman; angiomatosis; anoxia; afasia; apraxia; quistes
aracnoideos; aracnoiditis; malformacion de Anronl-Chiari; malformacion arteriovenosa; sindrome de Asperger; ataxia;
telegiectasia; trastorno de hiperactividad por déficit de atencion; autismo; disfuncion autondmica; dolor de espalda;
enfermedad de Batten; enfermedad de Behcet; pardlisis de Bell; blefaroespasmo esencial benigno; amiotrofia focal
benigna; hipertension intracraneal benigna; enfermedad de Binswanger; blefaroespasmo; sindrome de Bloch
Sulzberger; lesién del plexo braquial; absceso del cerebro; lesiobn cerebral; tumores cerebrales (incluyendo
glioblastoma multiforme); tumor espinal; sindrome de Brown-Séquard; enfermedad de Canavan; sindrome del tunel
carpiano; causalgia; sindrome de dolor central; mielinolisis central pontina; trastorno cefélico; aneurisma cerebral;
arteriosclerosis cerebral; atrofia cerebral; gigantismo cerebral; pardlisis cerebral; enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth; neuropatia inducida por la quimioterapia y dolor neuropatico; malformacion de Chiari; corea; polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica; dolor crénico; sindrome de dolor regional crénico; sindrome de Coffin Lowry;
coma, incluyendo estado vegetativo persistente; diplejia facial congénita; degeneracion corticobasal; arteritis craneal;
craneosinostosis; enfermedad de Creutzfeldt-Jakob; trastornos trauméticos acumulativos; sindrome de Cushing;
enfermedad por cuerpos de inclusion citomegalica; infeccidn por citomegalovirus; sindrome de ojos y pies bailarines;
sindrome de Dandy-Walker; enfermedad de Dawson; sindrome de De Morsier; pardlisis de Dejerine-Klumke;
demencia; dermatomiositis; neuropatia diabética; esclerosis difusa; disautonomia; disgrafia; dislexia; distonias;
encefalopatia epiléptica infantil temprana; sindrome de silla turca vacia; encefalitis; encefaloceles; angiomatosis
encefalotrigeminal; epilepsia; paralisis de Erb; temblor esencial; enfermedad de Fabry; sindrome de Fahr; desmayo;
pardlisis espastica familiar; convulsiones febriles; sindrome de Fisher; ataxia de Friedreich; demencia fronto-temporal
y otras "tauopatias"; enfermedad de Gaucher; sindrome de Gerstmann; arteritis de células gigantes; enfermedad de
inclusién de células gigantes; leucodistrofia de células globoides; sindrome de Guillain-Barre; mielopatia asociada a
HTLV-1; enfermedad de Hallervorden-Spatz; lesién en la cabeza; dolor de cabeza; espasmo hemifacial; paraplegia
espastica hereditaria; heredopatia atactica polineuritiformis; herpes zoster 6tico; herpes zoster; sindrome de
Hirayama; demencia y neuropatia asociadas al VIH (también manifestaciones neurologicas del SIDA);
holoprosencefalia; enfermedad de Huntington y otras enfermedades de repeticion de poliglutamina; hidranencefalia;
hidrocefalia; hipercortisolismo; hipoxia; encefalomielitis mediada inmune; miositis por cuerpos de inclusion;
incontinencia pigmentaria; enfermedad por almacenamiento de acido fitanico infantil; enfermedad de refsum infantil;
espasmos infantiles; miopatia inflamatoria; quiste intracraneal; hipertension intracraneal; sindrome de Joubert;
sindrome de Keams-Sayre; enfermedad de Kennedy; sindrome de Kinsboume; sindrome de Klippel Feil; enfermedad
de Krabbe; enfermedad de Kugelberg-Welander; kuru; enfermedad de Lafora; sindrome miasténico de Lambert-
Eaton; sindrome de Landau-Kleffner; sindrome medular lateral (Wallenberg); problemas de aprendizaje; enfermedad
de Leigh; sindrome de Lennox-Gustaut; sindrome de Lesch-Nyhan; leucodistrofia; demencia de cuerpos de Lewy;
Lisencefalia; sindrome de enclaustramiento: enfermedad de Lou Gehrig (es decir, enfermedad de neuronas motoras
o esclerosis lateral amiotréfica); enfermedad lumbar del disco; secuelas neuroldgicas de la enfermedad de Lyme;
enfermedad de Machado-Joseph; macrencefalia; megalencefalia; sindrome de Melkersson-Rosenthal; enfermedad
de Menieres; meningitis; enfermedad de Menkes; leucodistrofia metacromatica; microcefalia; migrafia; sindrome de
Miller Fisher; mini-apoplejias; miopatias mitocondriales; sindrome de Mobius; amiotrofia monomélica; enfermedad de
neuronas motoras; enfermedad de Moyamoya; mucopolisacaridosis; demencia por multi-infarto; neuropatia motora
multifocal; esclerosis mdltiple y otros trastornos desmielinizantes; atrofia del sistema mdltiple con hipotensién
postural; distrofia muscular; miastenia gravis; esclerosis mielinoclastica difusa; encefalopatia miocldnica de lactantes;
mioclonia; miopatia; miotonia congénita; narcolepsia; neurofibromatosis; sindrome neuroléptico maligno;
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manifestaciones neurolégicas del SIDA; secuelas neurolégicas del lupus; neuromiotonia; lipofuscinosis neuronal
ceroidea; trastornos de migracion neuronal; enfermedad de Niemann-Pick; sindrome de O'Sullivan-McLcod;
neuralgia occipital; secuencia de disrafismo espinal oculto; sindrome de Ohtahara; atrofia olivopontocerebelar;
opsoclono mioclono; neuritis dptica; hipotensién otostéatica; sindrome de uso excesivo; parestesia; enfermedad o
trastorno neurodegenerativo (enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer,
esclerosis lateral amiotrofica (ALS), demencia, esclerosis multiple y otras enfermedades y trastornos asociados a la
muerte de las células neuronales); paramiotonia congénita; enfermedades paraneoplasicas; ataques paroxisticos;
sindrome de Parry Romberg; enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher; paralisis periddicas; neuropatia periférica;
neuropatia dolorosa y dolor neuropatico; estado vegetativo persistente; trastornos generalizados del desarrollo;
reflejo del estornudo fético; enfermedad por almacenamiento de acido fitanico; enfermedad de Pick; nervio
pellizcado; tumores pituitarios; polimiositis; porencefalia; sindrome post-polio; neuralgia posherpética;
encefalomielitis postinfecciosa; hipotension postural; sindrome de Prader-Willi; esclerosis lateral primaria;
enfermedades por priones; atrofia hemifacial progresiva; leucoencefalopatia multifocal progresiva; polidistrofia
esclerosante progresiva; pardlisis supranuclear progresiva; pseudotumor cerebral; sindrome de Ramsay-Hunt (tipos |
y II); encefalitis de Rasmussen; sindrome de distrofia simpética refleja; enfermedad de Refsum; trastornos de
movimiento repetitivo; lesiones por esfuerzo repetitivo; sindrome de piernas inquietas; mielopatia asociada a
retrovirus; sindrome de Rett; sindrome de Reye; baile de San Vito; enfermedad de Sandhoff; enfermedad de
Schilder; esquizencefalia; displasia septo-6ptica; sindrome del bebé sacudido; culebrilla; sindrome de Shy-Drager;
sindrome de Sjogren; apnea del suefio; sindrome de Soto; espasticidad; espina bifida; lesién de la médula espinal;
tumores de la médula espinal; atrofia muscular espinal; sindrome de la persona rigida; ictus; sindrome de Sturge-
Weber; panencefalitis esclerosante subaguda: encefalopatia ateriosclerética subcortical; corea de Sydenham;
sincope; siringomielia; discinesia tardia; enfermedad de Tay-Sachs; arteritis temporal; sindrome de la médula espinal
anclada; enfermedad de Thomsen; sindrome del opérculo toracico; neuralgia del trigémino; pardlisis de Todd;
sindrome de Tourette; ataque isquémico transitorio; encefalopatias espongiformes transmisibles; mielitis transversal;
lesiobn cerebral traumatica; temblor; neuralgia trigeminal; paraparesia espastica tropical; esclerosis tuberosa;
demencia vascular (demencia multi-infarto); vasculitis incluyendo arteritis temporal; enfermedad de Von Hippel-
Lindau; sindrome de Wallenberg; enfermedad de Werdnig-Hoffman; sindrome de West; latigazo cervical; sindrome
de Williams; enfermedad de Wildon; y sindrome de Zellweger.

Una "inflamacién" se refiere a afecciones y inflamatorias sistémicas y afecciones asociadas a la migracion y
atraccion de monocitos, leucocitos y/o neutrofilos. Los ejemplos de inflamacion incluyen, pero sin limitacion,
inflamacién resultante de infeccion con organismos patdgenos (incluyendo bacterias gram-positivas, bacterias gram-
negativas, virus, hongos y parasitos, tales como protozoos y helmintos), rechazo al trasplante (incluyendo rechazo
de drganos solidos, tales como rifion, higado, corazén, pulmén o cornea, asi como rechazo de trasplantes médula
Osea incluyendo enfermedad de injerto contra huésped (GVHD)), o de reacciones autoinmunes o alérgicas cronicas
0 agudas localizadas. Las enfermedades autoinmunes incluyen glomerulonefritis aguda; artritis reumatoide o
reactiva; glomerulonefritis cronica; enfermedades inflamatorias del intestino, tales como enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa y enterocolitis necrotizante; sindromes asociados a la transfusion de granulocitos; dermatosis inflamatoria,
tales como dermatitis por contacto, dermatitis atdpica, psoriasis; lupus eritematoso sistémico (SLE), tiroiditis
autoinmune, esclerosis multiple, y algunas formas de diabetes, o cualquier otro estado autoinmune en el que el
ataque por el sistema inmune del propio sujeto dé como resultado una destruccidn tisular patoldgica. Las reacciones
alérgicas incluyen asma alérgica, bronquitis cronica, hipersensibilidad aguda y retardada. Las patologias
inflamatorias sistémicas incluyen inflamacion asociada a trauma, quemaduras, reperfusion tras eventos isquémicos
(por ejemplo, eventos trombdticos en corazon, cerebro, intestinos o vasculatura periférica, incluyendo infarto de
miocardio e ictus), sepsis, ARDS o sindrome de disfuncién organica multiple. El reclutamiento de células
inflamatorias también se produce en las placas ateroscleréticas. La inflamacién incluye, pero sin limitacion, linfoma
no Hodgkin, granulomatosis de Wegener, tiroiditis de Hashimoto, carcinoma hepatocelular, atrofia del timo,
pancreatitis crénicas, artritis reumatoide, hiperplasia linfoide reactiva, osteoartritis, colitis ulcerosa, carcinoma papilar,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colecistitis aguda, colecistitis cronica, cirrosis, sialadenitis crénica, peritonitis,
pancreatitis aguda, pancreatitis crénica, Gastritis cronica, adenomiosis, endometriosis, cervicitis aguda, cervicitis
cronica, hiperplasia linfoide, esclerosis multiple, hipertrofia secundaria a purpura trombocitopénica idiopatica,
nefropatia IgA primaria, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, enfisema pulmonar, pielonefritis crénica, y cistitis
crénica.

Composiciones y moléculas de polinucleétidos y oligonucleétidos
Dianas

En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de acido nucleico de un gen de colageno, incluyendo, sin
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limitacion, secuencias no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido asociadas al gen de colageno.

En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de acido nucleico de COL1A1, incluyendo, sin limitacion,
secuencias no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido asociadas al gen COL1AL.

En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de acido nucleico de COL1A2, incluyendo, sin limitacion,
secuencias no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido asociadas al gen COL1A2.

En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de acido nucleico de COL7A1L, incluyendo, sin limitacion,
secuencias no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido asociadas al gen COL7AL.

El colageno de tipo | es el componente ECM mas enriquecido en la vasculatura y se encuentra en abundancia en la
placa, cuyos niveles afectan a la vulnerabilidad de la placa y se correlacionan con la mortalidad y morbilidad de la
aterosclerosis (Libby P., et al (2000) J. Intern. Med. 247: 349-358; Rekhter MD., (1993) Am. J. Pathol. 143: 1634-
1648). Consiste en dos cadenas al (l) y una cadena a2 (I) que son producidas por dos genes bastante grandes que
residen en cromosomas diferentes tanto en el genoma humano como en el genoma del raton (Myllyharju, J., et al
(2001) Ann. Med. 33, 7-21). El colageno tipo | es un miembro de una familia de colagenos fibrilares y representa del
80 al 90 % de la proteina que se encuentra en el hueso. También se encuentra en grandes cantidades en tejidos
tales como piel, los ligamentos y los tendones. El gen COL1A1 se localiza en el brazo largo (q) del cromosoma 17
entre las posiciones 21.3 y 22.1, desde el par de bases 45.616.455 hasta el par de bases 45.633.991.

El coldgeno de tipo | es el componente ECM mas enriquecido en la vasculatura y se encuentra en abundancia en la
placa, cuyos niveles afectan a la vulnerabilidad de la placa y se correlacionan con la mortalidad y morbilidad de la
aterosclerosis (Libby P., et al (2000) J. Intern. Med. 247: 349-358; Rekhter MD., (1993) Am. J. Pathol. 143: 1634-
1648). Consiste en dos cadenas al (l) y una cadena a2 (I) que son producidas por dos genes bastante grandes que
residen en cromosomas diferentes tanto en el genoma humano como en el genoma del ratén (Myllyharju, J., et al
(2001) Ann. Med. 33, 7-21. El gen del colageno alfa2 (I) (COL1A2) se localiza en el cromosoma 7g22.1.

El colageno, tipo VII, alfa 1 (epidermdlisis ampollosa, distrofica, dominante y recesiva), también conocido como
COLTYAI, es un gen humano. Este gen codifica la cadena alfa del colageno tipo VII. La fibrilla de colageno tipo VII,
compuesta por tres cadenas de colageno alfa idénticas, esta restringida a la zona subterranea debajo del epitelio
escamoso estratificado. Funciona como una fibrilla de anclaje entre los epitelios externos y el estroma subyacente.
Las mutaciones en este gen estan asociadas a todas las formas de epidermdélisis ampollosa distréfica. En ausencia
de mutaciones, sin embargo, una respuesta autoinmune contra el colageno tipo VII puede dar como resultado una
forma adquirida de esta enfermedad denominada epidermdlisis ampollosa adquirida.

El colageno tipo VII también se encuentra en la retina; Su funcién en este érgano es desconocida.

COL7AL se localiza en el brazo corto del cromosoma humano 3, en la regiéon cromosdémica denominada 3p21.31. El
gen tiene aproximadamente 31.000 pares de bases en tamafio y es notable por la extrema fragmentaciéon de su
secuencia codificante en 118 exones. COL7A1 se transcribe en un ARNm de 9.287 pares de bases. En la piel, la
proteina de colageno tipo VIl es sintetizada por los queratinocitos y los fibroblastos dérmicos.

La epidermdlisis ampollosa distréfica (DEB) es un trastorno cutaneo hereditario clinicamente heterogéneo,
caracterizado por la formacion de ampollas de la piel y membranas mucosas después de traumatismos menores y
con una amplia gama de gravedad clinica. Todas las formas son causadas por mutaciones en COL7AI, el gen que
codifica el colageno VII. Este colageno, el componente principal de las fibrillas de anclaje, se reduce o falta en la piel
con DEB, y las fibrillas de anclaje estan morfolégicamente alteradas o ausentes y funcionalmente defectuosas. En
particular, el espectro completo de mutaciones genéticas y los mecanismos moleculares que conducen a estas
alteraciones visuales y funcionales siguen siendo esquivos, a pesar de los significativos esfuerzos cientificos.

En todo el mundo, la DEB afecta a miles de familias. Por lo tanto, una deteccion eficaz de la mutacion COL7A1 es
urgentemente necesaria para un diagndéstico preciso, el prondstico, el asesoramiento genético y un diagnostico
prenatal fiable, y, lo que es mas importante, para la identificacion de candidatos adecuados para futuros ensayos de
terapia génica. COL7Al se encuentra en la region 3p21 y abarca mas de 30,5 kb. Comparte caracteristicas
estructurales con otros genes de colageno y consiste en 118 pequefios exones y pequefios intrones. Hasta la fecha,
se han indicado mas de 200 mutaciones diferentes, pero se conocen muy pocas mutaciones recurrentes 0 puntos
calientes.
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En algunos aspectos, se usan oligonucleétidos antisentido para prevenir o tratar enfermedades o trastornos
asociados a los miembros de la familia de un gen de colageno. Las enfermedades y trastornos mediados por el gen
de colageno ejemplares que pueden tratarse con células/tejidos regenerados a partir de células madre que se
obtienen usando los compuestos antisentido comprenden: un trastorno del colageno, degradacion del colageno
relacionado con la edad, osteogénesis imperfecta, otosclerosis (OTSC), osteoporosis, osteoartritis, cancer de células
escamosas del esofago, condrodisplasia, sindrome de Marfan atipico, sindrome de Ehlers-Danlos (EDS),
epidermdlisis ampollosa distréfica (DEB), enfermedad de Caffey, aneurismas (por ejemplo, aneurismas
intracraneales), fibrosis pulmonar idiopatica, cirrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis hepatica, fibrosis del corazén,
escleroderma, cicatrices hipertréficas, queloides, cancer, inflamacion, una enfermedad genética (por ejemplo,
distrofia muscular de Duchenne), una enfermedad o trastorno neuroldgico (por ejemplo, enfermedad de Parkinson,
de Alzheimer, de Huntington, de Gaucher), una enfermedad metabdlica (por ejemplo, diabetes tipo 1), una
enfermedad o trastorno autoinmune, traumatismo (por ejemplo, lesion medular, quemaduras, etc.), isquemia, y otra
enfermedad o trastorno de los vasos sanguineos, corazon y piel, envejecimiento de la piel, una enfermedad o
trastorno o afeccion cutanea que requiere reconstruccion de la piel, una enfermedad hepética o renal que requiere
trasplante; regeneracion de tendén, hueso o tejido; reparacion esquelética, reparacion de cartilagos y huesos.

En otro aspecto, los oligonucleétidos antisentido modulan la expresiéon normal y/o la funciéon normal de un gen de
colageno en pacientes que padecen o estan en riesgo de desarrollar enfermedades o trastornos asociados a genes
de colageno.

Un ejemplo de la presente divulgacion proporciona una composicion de matriz basada en un gen de colageno,
comprendiendo dicha composicién una matriz de coldgeno purificada tridimensional compuesta por fibrillas de
colageno, donde la funcién y/o la expresién de un polinucledtido del gen de coldgeno en las células de las fibrillas de
colageno esta modulada in vivo o in vitro poniendo en contacto células o tejidos de fibrillas de colageno con al
menos un oligonucleétido antisentido que se dirige a una region de un oligonucledtido antisentido natural del
polinucleétido del gen de colageno.

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona un método de cicatrizacion de heridas in vitro, ex vivo o in vivo o
regeneracion tisular o ingenieria de tejidos que comprende la aplicacién de una composicién de matriz extracelular
de la presente divulgacién a una herida.

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona un método para preparar una composicion de matriz basada en
un gen de coldgeno, que comprende poner en contacto células o tejidos de fibrillas de colageno con al menos un
oligonucledtido antisentido que se dirige a una region de un oligonucledtido antisentido natural del polinucle6tido del
gen de colageno; modulando de este modo una funcién y/o la expresion del polinucledtido del gen de coldgeno en
células o tejidos de pacientes in vivo o in vitro.

Otro aspecto de la presente divulgacién proporciona una composicidn para soportar células madre, comprendiendo
la composicién una matriz basada en un gen de colageno, purificada y disefiada por ingenieria, que comprende
fibrillas de coldgeno, y una poblacion de células madre. Las composiciones de matriz a base de colageno purificadas
disefiadas por ingenieria de la presente divulgacion se pueden usar en solitario o en combinacién con células como
una construccion de injerto de tejido para mejorar la reparacion de tejidos dafiados o enfermos.

De acuerdo con un aspecto, se proporciona un método mejorado para cultivar células madre. El método comprende
preparar una composicion de gen de colageno solubilizada con las caracteristicas deseadas como se proporciona en
la presente divulgaciéon, afadir células a la composicion de gen de colageno solubilizada y polimerizar la
composicion de colageno en condiciones controladas para proporcionar una matriz formada a partir de fibrillas de
colageno y tener la microestructura deseada. En un aspecto, las células se afiaden a la matriz basada en el gen de
colageno, y las células se cultivan en condiciones adecuadas para la proliferacion de las células.

En aspectos, la composicién de matriz basada en el gen de colageno se utiliza para prevenir o tratar enfermedades
o trastornos asociados a la pérdida de un tipo celular o tejido particular que puede reemplazarse por nuevas
células/tejidos regenerados a partir de las células madre pluripotentes.

En aspectos, la composicion de matriz basada en el gen de colageno se usa junto con al menos uno de los factores
de transcripcion seleccionados de entre: OCT4, c-myc, KLF4 y/o Sox2, NANOG, LIN28 y otros factores de
transcripcién requeridos para inducir células madre pluripotentes a partir de un tejido adulto dado. Estas células
pueden introducirse adicionalmente en una lesion y permitir que se diferencien en un tipo celular requerido in vitro o
1IN VIVO.
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Los ejemplos de enfermedades que pueden tratarse con células/tejidos regenerados a partir de la composicién de
matriz basada en el gen de colageno usando las células madre y los compuestos antisentido comprenden cancer,
enfermedades genéticas (por ejemplo, distrofia muscular de Duchenne), enfermedades neurodegenerativas (por
ejemplo enfermedad de Parkinson, de Alzheimer, de Gaucher), enfermedades metabdlicas (por ejemplo, diabetes
tipo 1), traumatismo (por ejemplo, lesiones medulares, quemaduras, etc.), isquemia, y otras enfermedades de los
vasos sanguineos, del corazoén, del higado o del rifién que requieren trasplante.

En aspectos, la composicion de matriz basada en el gen de colageno también puede utilizarse en la regeneracion de
tendones, huesos o tejidos; la reparacion esquelética, procesos de reparacion de cartilago, 6seos, osteoporosis,
protesis para artropatias, etc., que pueden inyectarse in situ en pequefias fracturas no unificadoras o en lesiones
cartilaginosas, en la circulacién sistémica de individuos osteoporoéticos o pueden implantarse adsorbidos en el
biomaterial apropiado (colageno, hidroxiapatita, etc.) para promover la formacién de cartilago o hueso en las
lesiones. Ademas, la composicion puede adsorberse en la hidroxiapatita (periapatita) que reviste las prétesis para
artropatias de cadera, rodilla, para mejorar la integracion biologica de estas prétesis en el huésped, prolongando su
vida util. La composiciéon puede usarse también en la artrodesis espinal para promover la fusién espinal y mejorar la
eficacia de estos procedimientos realizados por los procedimientos estandar con injerto autélogo o banco éseo.

En los aspectos de la presente divulgacién, se proporcionan regimenes terapéuticos y/o cosméticos y tratamientos
adaptados relacionados a sujetos que requieren tratamientos de la piel o en riesgo de desarrollar afecciones para las
cuales requeriran tratamientos de la piel. El diagnéstico puede hacerse, por ejemplo, basandose en el estado del gen
del colageno del sujeto. Los niveles de expresion de un gen de colageno de un paciente en un tejido dado, tales
como piel, se pueden determinar por métodos conocidos por los expertos en la técnica y descritos en otra parte en
este documento, por ejemplo, analizando el tejido usando PCR o métodos de deteccién basados en anticuerpos.

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona una composicion para el tratamiento de la piel y/o una aplicacion
cosmética que comprende oligonucledtidos antisentido del gen de coladgeno, por ejemplo, para regular de manera
ascendente la expresion del gen de colageno en la piel. Los ejemplos de oligonucledtidos antisentido se exponen
como las SEQ ID NO: 4 a 29. En aspectos, las células se tratan in vivo con los oligonucleétidos de la presente
divulgacion, para aumentar la vida util de la célula o prevenir la apoptosis. Por ejemplo, la piel puede protegerse del
envejecimiento, por ejemplo, del desarrollo de arrugas, mediante el tratamiento de la piel, por ejemplo, células
epiteliales, como se describe en el presente documento. En un aspecto ejemplar, la piel se pone en contacto con
una composicién farmacéutica o cosmética que comprende un compuesto antisentido del gen de coldgeno como se
describe en el presente documento. Los ejemplos de padecimientos cutaneos o afecciones de la piel incluyen
trastornos o enfermedades asociadas a o causadas por inflamacion, dafio solar o envejecimiento natural. Por
ejemplo, las composiciones encuentran utilidad en la prevencion o tratamiento de dermatitis de contacto (incluyendo
dermatitis de contacto irritante y dermatitis alérgica de contacto), dermatitis atopica (también conocido como eczema
alérgico), queratosis actinica, trastornos de queratinizacion (incluyendo eccema), enfermedades de epidermdlisis
ampollosa (incluyendo pénfigo), dermatitis exfoliativa, dermatitis seborreica, eritemas (incluyendo eritema multiforme
y eritema nodoso), dafio causado por el sol u otras fuentes de luz, lupus eritematoso discoide, dermatomiositis,
cancer de piel y los efectos del envejecimiento natural.

En los aspectos de la presente divulgacion, una composicion que comprende oligonucleétidos antisentido del gen de
colageno, por ejemplo, para regular de forma ascendente la expresion del gen de colageno en el cuero cabelludo e
inhibir la sefializacion del receptor de andrégenos, evitando asi la alopecia androgenética (pérdida de cabello). En
aspectos, a un paciente que padece alopecia se le administra una formulacién topica o sistémica.

En un aspecto, un oligonucledtido antisentido descrito en el presente documento se incorpora en una formulacion
tépica que contiene un vehiculo tépico que es generalmente adecuado para la administracion topica de farmacos y
gue comprende cualquier material conocido en la técnica. El vehiculo topico puede seleccionarse de manera que
proporcione la composicion en la forma deseada, por ejemplo, como una pomada, locién, crema, microemulsion, gel,
aceite, solucion, o similares, y puede estar compuesto por un material de origen natural o sintético. Es preferible que
el vehiculo seleccionado no afecte negativamente al agente activo u otros componentes de la formulacién topica.
Los ejemplos de vehiculos topicos adecuados para su uso en el presente documento incluyen agua, alcoholes y
otros disolventes orgénicos no toxicos, glicerina, aceite mineral, silicona, vaselina, lanolina, acidos grasos, aceites
vegetales, parabenos, ceras y similares. Las formulaciones pueden ser pomadas, lociones, cremas,
microemulsiones y geles incoloros e inodoros.

Los oligonucleétidos antisentido de la divulgacién se pueden incorporar en pomadas, que generalmente son
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preparaciones semisolidas que estan tipicamente basadas en vaselina u otros derivados de petréleo. La base de
pomada especifica que se utilizar4, como se apreciara por los expertos en la técnica, es aquella que proporcionara
una administracién optima del farmaco y, preferiblemente, proporcionara también otras caracteristicas deseadas, por
ejemplo, emoliencia o similares. Al igual que con otros portadores o vehiculos, una base de pomada debe ser inerte,
estable, no irritante y no sensibilizante. Como se explica en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co.),
las bases de pomada pueden agruparse en cuatro clases: bases oleaginosas; bases emulsionables; bases de
emulsion; y bases solubles en agua. Las bases de pomada oleaginosas incluyen, por ejemplo, aceites vegetales,
grasas obtenidas de animales, e hidrocarburos semisélidos obtenidos a partir de petréleo. Las bases de pomada
emulsionables, también conocidas como bases de pomada absorbentes, contienen poca o nada de agua e incluyen,
por ejemplo, sulfato de hidroxiestearina, lanolina anhidra y vaselina hidréfila. Las bases de pomada en emulsién son
emulsiones de agua en aceite (W/O) o emulsiones de aceite en agua (O/W), e incluyen, por ejemplo, alcohol cetilico,
monoestearato de glicerilo, lanolina y acido estearico. Las bases de pomada solubles en agua ejemplares se
preparan a partir de polietilenglicoles (PEG) de peso molecular variable (véase, por ejemplo, Remington's,
anteriormente).

Los oligonucledtidos antisentido de la divulgacion se pueden incorporar en lociones, que generalmente son
preparaciones para ser aplicadas a la superficie de la piel sin friccién, y son tipicamente preparaciones liquidas o
semiliquidas en las que las particulas sélidas, incluyendo el agente activo, estan presentes en una base de agua o
alcohol. Las lociones son normalmente suspensiones de sélidos, y pueden comprender una emulsion oleosa liquida
del tipo aceite en agua. Las lociones son formulaciones preferidas para tratar grandes areas corporales, debido a la
facilidad de aplicacion de una composicion mas fluida. Generalmente es necesario que la materia insoluble en una
locion sea finamente dividida. Las lociones contendran tipicamente agentes de suspension para producir mejores
dispersiones, asi como compuestos Utiles para localizar y mantener el agente activo en contacto con la piel, por
ejemplo, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica, o similares. Una formulacion de locién ejemplar para su uso
junto con el presente método contiene propilenglicol mezclado con una vaselina hidréfila tal como la que se puede
obtener con la marca registrada Aquaphor® de Beiersdorf, Inc. (Norwalk, Conn.).

Los oligonucleétidos antisentido de la divulgacion pueden incorporarse en cremas, que generalmente son
emulsiones liquidas o semisdlidas viscosas, ya sea de aceite en agua o agua en aceite. Las bases de crema son
lavables al agua, y contienen una fase oleosa, un emulsionante y una fase acuosa. La fase oleosa esta
generalmente constituida por vaselina y un alcohol graso, tal como alcohol cetilico o estearilico; la fase acuosa
normalmente, aungue no necesariamente, excede la fase oleosa en volumen, y generalmente contiene un
humectante. El emulsionante en una formulacién en crema, como se explica en Remington, anteriormente, es
generalmente un tensioactivo no iénico, anidnico, catiénico o anfétero.

Los oligonucledtidos antisentido de la divulgacién pueden incorporarse en microemulsiones, que generalmente son
termodinamicamente estables, dispersiones isotropicamente transparentes de dos liquidos inmiscibles, tales como
aceite y agua, estabilizados por una pelicula interfacial de moléculas tensioactivas (Encyclopedia of Pharmaceutical
Technology (Nueva York: Marcel Dekker, 1992), volumen 9). Para la preparacion de microemulsiones, son
necesarios un tensioactivo (emulsionante), un co-tensioactivo (co-emulsionante), una fase oleosa y una fase acuosa.
Los tensioactivos adecuados incluyen cualquier tensioactivo que sea Util en la preparacion de emulsiones, por
ejemplo, emulsionantes que se usan tipicamente en la preparacion de cremas. El co-tensioactivo (0 "co-
emulsionante") se selecciona generalmente del grupo de derivados de poliglicerol, derivados de glicerina y alcoholes
grasos. Las combinaciones emulsionante/co-emulsionante preferidas se seleccionan generalmente, aunque no
necesariamente, del grupo que consiste en monoestearato de glicerilo y estearato de polioxietileno; palmitoestearato
de polietilenglicol y de etilenglicol; y triglicéridos caprilicos y capricos y macrogolglicéridos de oleoilo. La fase acuosa
incluye no sélo agua sino también, tipicamente, tampones, glucosa, propilenglicol, polietilenglicoles, preferiblemente
polietilenglicoles de bajo peso molecular (por ejemplo, PEG 300 y PEG 400), y/o glicerol y similares, mientras que la
fase oleosa comprendera generalmente, por ejemplo, ésteres de acidos grasos, aceites vegetales modificados,
aceites de silicona, mezclas de mono- y triglicéridos, mono- y di-ésteres de PEG (por ejemplo, macrogolglicéridos de
oleoilo), etc.

Los oligonucledtidos antisentido de la divulgacién se pueden incorporar en formulaciones de gel, que generalmente
son sistemas semisélidos que consisten en suspensiones constituidas por pequefias particulas inorganicas
(sistemas bifasicos) o grandes moléculas organicas distribuidas sustancialmente uniformemente a lo largo de un
liquido portador (geles monofasicos). Los geles monofasicos se pueden hacer, por ejemplo, combinando el agente
activo, un liquido portador y un agente gelificante adecuado tal como tragacanto (del 2 al 5 %), alginato sodico (al 2-
10 %), gelatina (al 15 %), metilcelulosa (al 3-5 %), carboximetilcelulosa sddica (al 2-5 %), carbomero (al 0,3-5 %) o
alcohol polivinilico (al 10-20 %), y mezclando hasta que se produce un producto semisoélido caracteristico. Otros
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agentes gelificantes adecuados incluyen metilhidroxicelulosa, polioxietileno-polioxipropileno, hidroxietilcelulosa y
gelatina. Aunque los geles emplean comunmente un liquido portador acuoso, también se pueden usar alcoholes y
aceites como el liquido portador.

Se pueden incluir diversos aditivos, conocidos por los expertos en la técnica, en formulaciones, por ejemplo,
formulaciones topicas. Los ejemplos de aditivos incluyen, pero sin limitacion, solubilizantes, potenciadores de
permeacion de la piel, opacificantes, conservantes (por ejemplo, antioxidantes), agentes gelificantes, agentes
tamponantes, tensioactivos (particularmente tensioactivos no i6nicos y anféteros), emulsionantes, emolientes,
humectantes, colorantes, fragancia, y similares. Se prefiere particularmente la inclusién de solubilizantes y/o
potenciadores de permeacion de la piel, junto con emulsionantes, emolientes y conservantes. Una formulacién topica
Optima comprende aproximadamente: del 2 % en peso al 60 % en peso, preferiblemente del 2 % en peso al 50 % en
peso, de solubilizante y/o potenciador de permeacion de la piel; del 2 % en peso al 50 % en peso, preferiblemente
del 2 % en peso al 20 % en peso, de emulsionantes; del 2 % en peso al 20 % en peso de emoliente; y del 0,01 al 0,2
% en peso de conservante, constituyendo el agente activo y el vehiculo (por ejemplo, agua) el resto de la
formulacion.

Un potenciador de permeacion de la piel sirve para facilitar el paso de los niveles terapéuticos del agente activo para
pasar a través de un area de tamafio razonable de la piel intacta. Los potenciadores adecuados se conocen bien en
la técnica e incluyen, por ejemplo: alcanoles inferiores tales como metanol etanol y 2-propanol; alquil metil sulfoxidos
tales como dimetilsulféxido (DMSO), decilmetilsulfoxido (C.sub.10 MSO) y tetradecilmetilsulféxido; pirrolidonas tales
como 2-pirrolidona, N-metil-2-pirrolidona y N-(-hidroxietil)pirrolidona; urea; N,N-dietil-m-toluamida; alcanodioles
C.sub.2-C.sub.6; disolventes diversos tales como dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilacetamida (DMA) y alcohol
tetrahidrofurfurilico; y las azacicloheptan-2-onas 1-sustituidas, particularmente 1-n-dodecilciclazacicloheptan-2-ona
(laurocapram; disponible bajo la marca registrada Azone.sup.RTM de Whitby Research Incorporated, Richmond,
Va.).

Los ejemplos de solubilizantes incluyen, pero sin limitacion, los siguientes: éteres hidréfilos tales como éter
monoetilico de dietilenglicol (etoxidiglicol, disponible en el mercado como Transcutol.sup.RTM) y oleato de
dietilenglicol monoetil éter (disponible en el mercado como Soficutol.sup.RTM); derivados de aceite de ricino de
polietileno tales como aceite de ricino de polioxi 35, aceite de ricino hidrogenado de polioxi 40, etc.; polietilenglicol,
particularmente polietilenglicoles de bajo peso molecular tales como PEG 300 y PEG 400, y derivados de
polietilenglicol tales como glicéridos caprilicos/capricos PEG-8 (disponible en el mercado como Labrasol.sup.RTM);
alquil metil sulféxidos, tal como DMSO; pirrolidonas, tales como 2-pirrolidona y N-metil-2-pirrolidona; y DMA. Muchos
solubilizantes también pueden actuar como potenciadores de la absorcion. Se puede incorporar un Unico
solubilizante en la formulacion, o se puede incorporar en la misma una mezcla de solubilizantes.

Los emulsionantes y co-emulsionantes adecuados incluyen, sin limitacién, los emulsionantes y co-emulsionantes
descritos con respecto a las formulaciones en microemulsion. Los emolientes incluyen, por ejemplo, propilenglicol,
glicerol, miristato de isopropilo, polipropilenglicol-2 (PPG-2) propionato de éter de miristilo, y similares.

Otros agentes activos también se pueden incluir en las formulaciones, por ejemplo, otros agentes antiinflamatorios,
analgésicos, agentes antimicrobianos, agentes antifingicos, antibiticos, vitaminas, antioxidantes y agentes
bloqueadores del sol que se encuentran cominmente en formulaciones de filtro solar que incluyen, pero sin
limitacion, antranilatos, benzofenonas (particularmente benzofenona-3), derivados de alcanfor, cinamatos (por
ejemplo, metoxicinamato de octilo), dibenzoil metanos (por ejemplo, butil metoxidibenzoilmetano), acido p-
aminobenzoico (PABA), y derivados de los mismos, y salicilatos (por ejemplo, salicilato de octilo).

En un aspecto, los oligonucleétidos son especificos para polinucleétidos de un gen de colageno, que incluye, sin
limitacion, regiones no codificantes. Las dianas de un gen de colageno comprenden variantes de un gen de
colageno; mutantes de un gen de colageno, incluyendo SNP; secuencias no codificantes de un gen de colageno;
alelos, fragmentos y similares. Preferiblemente, el oligonucleétido es una molécula ARN antisentido.

De acuerdo con aspectos de la divulgacion, la molécula de acido nucleico diana no se limita a polinucleétidos de un
gen de colageno en solitario, sino que se extiende a cualquiera de las isoformas, receptores, homélogos, regiones
no codificantes y similares de un gen de colageno.

En otro aspecto, un oligonucledtido se dirige a una secuencia antisentido natural (antisentido natural para las

regiones codificantes y no codificantes) de dianas de un gen de colageno, incluyendo, sin limitacién, variantes,
alelos, homdlogos, mutantes, derivados, fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferiblemente,
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el oligonucleétido es una molécula de ARN o de ADN antisentido.

En otro aspecto, los compuestos oligoméricos de la presente divulgacién también incluyen variantes en las que una
base diferente estd presente en una o mas de las posiciones de nucleétido en el compuesto. Por ejemplo, si el
primer nucleétido es una adenina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina, citidina u otros
nucleétidos naturales o no naturales en esta posicion. Esto puede hacerse en cualquiera de las posiciones del
compuesto antisentido.

En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad, entre el compuesto antisentido y
la diana, es de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 60 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad
de secuencia o complementariedad es de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 70 %. En algunos
aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad es de aproximadamente el 70 % a
aproximadamente el 80 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad es de
aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 90 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias
0 complementariedad es de aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 %, o aproximadamente el 100 %.

Un compuesto antisentido es especificamente hibridable cuando la unidn del compuesto al &cido nucleico diana
interfiere con la funcion normal del &cido nucleico diana para producir una pérdida de actividad, y hay un grado de
complementariedad suficiente para evitar la union no especifica del compuesto antisentido a secuencias de &cidos
nucleicos no diana en condiciones en las que se desea la unidn especifica. Tales condiciones incluyen, es decir,
condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y condiciones en las que se realizan
los ensayos en el caso de ensayos in vitro.

Un compuesto antisentido, tanto ADN, ARN, quimérico, sustituido, etc., es especificamente hibridable cuando la
union del compuesto a la molécula de ADN o de ARN diana interfiere con la funcion normal del ADN o ARN diana
para producir una pérdida de utilidad, y hay un grado de complementariedad suficiente para evitar la union no
especifica del compuesto antisentido a secuencias no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica,
es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en el caso de ensayos
in vitro, en condiciones en las que se realizan los ensayos.

En otro aspecto, el direccionamiento de un gen de coldgeno que incluye, sin limitacién, secuencias antisentido que
se identifican y se expanden, usando por ejemplo, PCR, hibridacion etc., una o0 méas de las secuencias expuestas
como SEQ ID NO: 4 a 9, y similares, modulan la expresion o funcion de un gen de colageno. En un aspecto, la
expresion o funcion esta regulada por aumento en comparacion con un control. En otro aspecto, la expresion o
funcion se regula por disminucién en comparacion con un control.

En otro aspecto, los oligonucleétidos comprenden secuencias de &cidos nucleicos expuestas como SEQ ID NO: 10 a
29 que incluyen secuencias antisentido que se identifican y se expanden, usando por ejemplo, PCR, hibridacion, etc.
Estos oligonucledtidos pueden comprender uno o mas nucledtidos modificados, fragmentos mas cortos o mas
largos, enlaces modificados y similares. Los ejemplos de enlaces modificados o enlaces internucleotidicos
comprenden fosforotioato, fosforoditioato o similares. En otro aspecto, los nucleétidos comprenden un derivado de
fésforo. El derivado de fésforo (o grupo fosfato modificado) que puede unirse al resto de azicar o de analogo de
azucar en los oligonucledtidos modificados de la presente divulgacion puede ser un monofosfato, difosfato, trifosfato,
alquilfosfato, alcanofosfato, fosforotioato y similares. La preparacion de los analogos de fosfato que se han indicado
anteriormente, y su incorporacion en nucleétidos, nucleétidos modificados y oligonucleétidos, también se conoce per
se y no necesita describirse aqui.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también se emplea por aquellos expertos en la técnica para usos
terapéuticos. Se han empleado oligonucledtidos antisentido como restos terapéuticos en el tratamiento de patologias
en animales y el hombre. Los oligonucleétidos antisentido se han administrado con seguridad y eficazmente a seres
humanos, y estan actualmente en marcha numerosos ensayos clinicos. Por lo tanto, se establece que los
oligonucleétidos pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden configurarse para ser Utiles en pautas de
tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales, especialmente seres humanos.

En aspectos de la presente divulgacion, los compuestos antisentido oligoméricos, particularmente oligonucleétidos,

se unen a moléculas de acidos nucleicos diana y modulan la expresion y/o funciéon de moléculas codificadas por un
gen diana. Las funciones de ADN que van a interferirse comprenden, por ejemplo, replicacion y transcripcién. Las
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funciones de ARN que van a interferirse comprenden todas las funciones vitales, tales como, por ejemplo,
translocalizacién del ARN al sitio de traduccion de proteina, traduccion de proteina desde ARN, corte y empalme del
ARN para producir una 0 mas especies de ARNm, y actividad catalitica que puede acoplarse en o facilitarse por el
ARN. Las funciones pueden regularse por aumento o inhibirse dependiendo de las funciones deseadas.

Los compuestos antisentido incluyen compuestos antisentido oligoméricos, oligonucleétidos antisentido,
oligonucledtidos de secuencia de guia externa (EGS), agentes de corte y empalme alternativos, cebadores, sondas,
y otros compuestos oligoméricos que hibridan con al menos una porcién del acido nucleico diana. Como tales, estos
compuestos pueden introducirse en forma de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, parcialmente
monocatenarios, o circulares.

El direccionamiento de un compuesto antisentido a una molécula de acido nucleico particular, en el contexto de la
presente divulgacion, puede ser un proceso multietapa. El proceso normalmente empieza con la identificacion de un
acido nucleico diana cuya funcién va a modularse. Este acido nucleico diana puede ser, por ejemplo, un gen celular
(o ARNm transcrito del gen) cuya expresion esta asociada a un trastorno o patologia particular, o una molécula de
acido nucleico de un agente infeccioso. En la presente divulgacion, el acido nucleico diana codifica un gen de
colageno.

El proceso de direccionamiento normalmente también incluye la determinacion de al menos una region diana,
segmento, o sitio dentro del &cido nucleico diana para que la interaccion antisentido se produzca de forma que
resulte el efecto deseado, por ejemplo, la modulaciéon de la expresion. Dentro del contexto de la presente
divulgacion, el término "region" se define como una porcion del &cido nucleico diana que tiene al menos una
estructura, funcidn o caracteristica identificable. Dentro de las regiones de acidos nucleicos diana se encuentran los
segmentos. Los "segmentos” se definen como porciones mas pequefias o sub-porciones de regiones dentro de un
acido nucleico diana. "Sitios", como se usa en la presente divulgacion, se definen como posiciones dentro de un
acido nucleico diana.

En un aspecto, los oligonucledtidos antisentido se unen a las secuencias antisentido naturales de un gen de
coldgeno y modulan la expresion y/o funcion de un gen de colageno (SEQ ID NO: 1 a 3). Los ejemplos de
secuencias antisentido incluyen SEQ ID NOS: 4 a 29.

En otro aspecto, los oligonucleétidos antisentido se unen a uno o mas segmentos de polinuclettidos de un gen de
colageno, y modulan la expresion y/o funcién de un gen de colageno. Los segmentos comprenden al menos cinco
nucleétidos consecutivos de polinucledtidos sentido o antisentido de un gen de colageno.

En otro aspecto, los oligonucledtidos antisentido son especificos para una secuencia antisentido natural de un gen
de colageno donde la unién de los oligonucleétidos a las secuencias antisentido naturales de un gen de colageno
modula la expresion y/o funcién de un gen de colageno.

En otro aspecto, los compuestos de oligonucleétido comprenden secuencias expuestas como SEQ ID NO: 10 a 29,
secuencias antisentido que se identifican y expanden usando, por ejemplo, PCR, hibridaciéon etc. Estos
oligonucledtidos pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados, fragmentos mas cortos o0 mas largos,
enlaces modificados y similares. Los ejemplos de enlaces modificados o enlaces internucleotidicos comprenden
fosforotioato, fosforoditioato o similares. En otro aspecto, los nucleétidos comprenden un derivado de fésforo. El
derivado de fésforo (o grupo fosfato modificado) que puede unirse al resto de azdcar o de analogo de azucar en los
oligonucleétidos modificados de la presente divulgacion puede ser un monofosfato, difosfato, trifosfato, alquilfosfato,
alcanofosfato, fosforotioato y similares. La preparacion de los analogos de fosfato que se han indicado
anteriormente, y su incorporacion en nucleétidos, nucleétidos modificados y oligonucleétidos, también se conoce per
se y no necesita describirse aqui.

Ya que, como se conoce en la técnica, el codon de inicio de la traduccion normalmente es 5-AUG (en moléculas de
ARNm transcrito; 5-ATG en la molécula de ADN correspondiente), el codon de inicio de la traducciéon también se
denomina el "codon AUG", el "codén de inicio" o el "codén de inicio AUG". Una minoria de genes tiene un codén de
inicio de la traduccion que tiene la secuencia de ARN 5'-GUG, 5'-UUG o 5-CUG; y se ha mostrado que 5-AUA, 5'-
ACG y 5'-CUG funcionan in vivo. Por lo tanto, las expresiones "codén de inicio de la traduccion" y "codon de inicio"
pueden incluir muchas secuencias de codon, aun cuando el aminoacido iniciador en cada caso normalmente sea
metionina (en eucariotas) o formilmetionina (en procariotas). Los genes eucariotas y procariotas pueden tener dos o
mas codones de inicio alternativos, uno cualquiera de los cuales puede utilizarse preferiblemente para el inicio de la
traduccién en un tipo particular de célula o tejido, o bajo un conjunto particular de condiciones. En el contexto de la
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divulgacion, "codén de inicio" y "coddn de inicio de la traduccion” se refieren al codén o codones que se usan in vivo
para iniciar la traduccién de un ARNm transcrito de un gen que codifica un gen de colageno, independientemente de
la secuencia o secuencias de tales codones. Un codén de terminacion de la traduccion (o "coddn de terminacion”) de
un gen puede tener una de tres secuencias, es decir, 5-UAA, 5-UAG y 5-UGA (las secuencias de ADN
correspondientes son 5'-TAA, 5-TAG y 5'-TGA, respectivamente).

Las expresiones "region de coddn de inicio" y "region de coddn de inicio de la traduccion” se refieren a una porcion
de tal ARNm o gen que incluye de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucleétidos contiguos en cualquier
direccion (es decir, 5' 0 3') desde un coddn de inicio de la traduccion. De forma similar, las expresiones "region de
codoén de terminacion” y "region de codon de terminacion de la traduccion” se refieren a una porcién de un ARNm tal
0 gen que incluye de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucledtidos contiguos en cualquier direccion (es
decir, 5' 0 3") desde un codoén de terminacion de la traduccién. Por consiguiente, la "region de coddén de inicio" (o
"regién de codén de inicio de la traduccion") y la "region de coddn de terminacion” (o "regién de codén de
terminacién de la traduccion) son todas las regiones que pueden ser eficazmente dirigidas como diana con los
compuestos antisentido de la presente divulgacion.

El marco de lectura abierto (ORF) o "regién codificante”, que se conoce en la técnica para referirse a la regién entre
el coddn de inicio de la traduccion y el coddn de terminacion de la traduccion, también es una region que puede ser
eficazmente elegida como diana. Dentro del contexto de la presente divulgacion, una regién elegida como diana es
la region intragénica que incluye el codon de inicio o de terminacion de la traducciéon del marco de lectura abierto
(ORF) de un gen.

Otra region diana incluye la regién no traducida 5' (5'UTR), conocida en la técnica para referirse a la porcion de un
ARNmM en la direccion 5' desde el codén de inicio de la traduccién, y que incluye, por lo tanto, nucleétidos entre el
sitio 5' cap y el coddn de inicio de la traduccion de un ARNm (o nucledtidos correspondientes en el gen). Aln otra
region diana incluye la region no traducida 3' (3'UTR), conocida en la técnica para referirse a la porcion de un ARNm
en la direccion 3' desde el codon de terminacion de la traduccién, y que incluye, por lo tanto, nucleétidos entre el
codon de terminacion de la traduccion y el extremo 3' de un ARNm (o nucledétidos correspondientes en el gen). El
sitio 5' cap de un ARNm comprende un residuo de guanosina N7-metilado unido al residuo 5-most del ARNm
mediante un enlace trifosfato 5'-5'. La regién 5' cap de un ARNm se considera que incluye la propia estructura 5' cap,
asi como los primeros 50 nucledtidos adyacentes al sitio cap. Otra region diana para la presente divulgacion es la
regiéon 5' cap.

Aunque algunas transcripciones ARNm eucariotas se traducen directamente, muchas contienen una o mas regiones,
conocidas como "intrones"”, que se escinden de una transcripcion antes de que se traduzca. Las regiones restantes
(y, por lo tanto, traducidas) se conocen como "exones" y se cortan y empalman juntas para formar una secuencia de
ARNmM continua. En un caso, el direccionamiento de sitios de corte y empalme, es decir, empalmes intrén-exon o
empalmes exdn-intrén, es particularmente Gtil en situaciones en las que el corte y empalme aberrante participa en la
enfermedad, o donde una produccién en exceso de un producto de corte y empalme particular participa en la
enfermedad. Un empalme de fusién aberrante debido a la transposicién o delecidn es otro aspecto de un sitio diana.
Las transcripciones de ARNm producidas mediante el proceso de corte y empalme de dos (0 mas) ARNm de
diferentes fuentes de genes se conocen como "transcritos de fusion". Los intrones pueden direccionarse eficazmente
usando compuestos antisentido dirigidos a, por ejemplo, ADN o pre-ARNm.

En otro aspecto, los oligonucleétidos antisentido se unen a regiones codificantes y/o no codificantes de un
polinucleétido diana y modulan la expresién y/o funcion de la molécula diana.

En otro aspecto, los oligonucleétidos antisentido se unen a polinucledtidos antisentido naturales y modulan la
expresion y/o funcién de la molécula diana.

En otro aspecto, los oligonucledtidos antisentido se unen a polinucleétidos sentido y modulan la expresiéon y/o
funcién de la molécula diana.

Pueden producirse transcripciones de ARN alternativas a partir de la misma regién gendmica de ADN. Estas
transcripciones alternativas se conocen generalmente como "variantes". Mas especificamente, "variantes de pre-
ARNM" son transcripciones producidas a partir del mismo ADN gendmico que se diferencian de otros transcritos
producidos a partir del mismo ADN gendémico en su posicién de inicio o de parada y contienen tanto secuencia
intrénica como exdnica.
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Tras la escision de una o mas regiones de exén o intron, o porciones de las mismas durante el corte y empalme, las
variantes de pre-ARNm producen "variantes de ARNm" mas pequefias. En consecuencia, las variantes de ARNm
son variantes de pre-ARNm procesadas y cada variante de pre-ARNm Unica siempre debe producir una variante de
ARNmM Unica como resultado del corte y empalme. Estas variantes de ARNm también se conocen como "variantes
de corte y empalme alternativas”. Si no se produce corte y empalme de la variante de pre-ARNm, entonces la
variante de pre-ARNm es idéntica a la variante de ARNm.

Las variantes pueden producirse mediante el uso de sefiales alternativas para la transcripciéon de inicio o de
terminacion. Los pre-ARNm y ARNm pueden poseer mas de un codén de inicio o codén de terminacion. Las
variantes que se originan a partir de un pre-ARNm o ARNm que usan codones de inicio alternativos se conocen
como "variantes de inicio alternativas" de ese pre-ARNm o ARNm. Aquellos transcritos que usan un codon de
terminacion alternativo se conocen como "variantes de parada alternativas" de ese pre-ARNm o ARNm. Un tipo
especifico de variante de terminacion alternativa es la "variante de poli A", en la que las multiples transcripciones
producidas son resultado de la seleccion alternativa de una de las "sefiales de detencion de poliA" por la maquinaria
de transcripcion, produciendo asi transcripciones que terminan en sitios de poliA Gnicos. Dentro del contexto de la
divulgacion, los tipos de variantes descritos en el presente documento también son aspectos de &cidos nucleicos
diana.

Las localizaciones en el acido nucleico diana con las que los compuestos antisentido hibridan se definen como al
menos una porcion de 5 nucleétidos de longitud de una regién diana a la que se dirige un compuesto antisentido
activo.

Aungue las secuencias especificas de ciertos segmentos diana ejemplares se exponen en el presente documento,
un experto en la técnica reconocera que éstas sirven para ilustrar y describir casos particulares dentro del alcance
de la presente divulgacion. Los segmentos diana adicionales son facilmente identificables por un experto en la
técnica en vista de la presente divulgacion.

También se considera que los segmentos diana de 5-100 nucleétidos de longitud que comprenden un estiramiento
de al menos cinco (5) nucleétidos consecutivos seleccionados de dentro de los segmentos diana preferidos son
adecuados para el direccionamiento.

Los segmentos diana pueden incluir secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos los 5 nucle6tidos
consecutivos desde el extremo 5' de uno de los segmentos diana ilustrativos (siendo los restantes nucleétidos un
estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que empieza inmediatamente aguas arriba del extremo 5 del
segmento diana y que continda hasta que el ADN o ARN contenga aproximadamente 5 a aproximadamente 100
nucleétidos). De forma similar, se representan segmentos diana por secuencias de ADN o ARN que comprenden al
menos los 5 nucledtidos consecutivos desde el extremo 3' de uno de los segmentos diana ilustrativos (siendo los
restantes nucledtidos un estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que empieza inmediatamente aguas abajo
del extremo 3' del segmento diana y que continla hasta que el ADN o ARN contenga aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 nucleétidos). Un experto en la técnica armado con los segmentos diana ilustrados en el
presente documento sera capaz, sin excesiva experimentacion, de identificar segmentos diana adicionales.

Una vez se han identificado una o mas regiones diana, segmentos o sitios, se eligen compuestos antisentido que
son suficientemente complementarios a la diana, es decir, hibridan suficientemente bien y con suficiente
especificidad, para dar el efecto deseado.

En aspectos de la divulgacidn, los oligonucleétidos se unen a una hebra antisentido de una diana particular. Los
oligonucleétidos tienen al menos 5 nucleétidos de longitud y pueden sintetizarse de manera que cada oligonucleétido
se dirija a secuencias solapantes de forma que los oligonucleétidos se sinteticen para cubrir toda la longitud del
polinucleétido diana. Las dianas también incluyen regiones codificantes, ademas de no codificantes.

En un aspecto, los &acidos nucleicos especificos son direccionados los oligonucledtidos antisentido. El
direccionamiento de un compuesto antisentido a un acido nucleico particular es un proceso multietapa. El proceso
normalmente empieza con la identificacion de una secuencia de &cido nucleico cuya funcion va a modularse. Esta
puede ser, por ejemplo, un gen celular (0 ARNm transcrito a partir del gen) cuya expresion esta asociada a un
trastorno o patologia particular, o un polinucleétido no codificante tal como, por ejemplo, ARN no codificante
(ARNNC).

Los ARN pueden clasificarse en (1) ARN mensajeros (ARNm), que se traducen en proteinas, y (2) ARN no
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codificantes de proteina (ARNnc). Los ARNnc comprenden microARN, transcripciones antisentido y otras unidades
transcripcionales (TU) que contienen una alta densidad de codones de terminacién y que carecen de cualquier
extenso "marco de lectura abierto". Muchos ARNNc parecen empezar a partir de sitios de inicio en regiones no
traducidas 3' (3'UTRs) de loci codificante de proteina. Los ARNnc son frecuentemente raros y al menos la mitad de
los ARNNnc que se han secuenciado por el consorcio FANTOM no parecen estar poliadenilados. La mayoria de los
investigadores se han basado por motivos obvios en ARNm poliadenilados que se procesan y se exportan al
citoplasma. Recientemente, se mostrd que el conjunto de ARN nucleares no poliadenilados puede ser muy grande, y
gue muchos de tales transcripciones surgen de las llamadas regiones intergénicas. El mecanismo por el que los
ARNnNc pueden regular la expresion génica es por apareamiento de bases con transcritos diana. Los ARN que
funcionan por apareamiento de bases pueden agruparse en (1) ARN codificados en cis que estan codificados en la
misma localizacién genética, pero en la hebra opuesta a los ARN en los que actlan y, por lo tanto, muestran
complementariedad perfecta con su diana, y (2) ARN codificados en trans que estan codificados en una localizacion
cromosoémica distinta de los ARN en los que actlan y generalmente no presentan potencial de apareamiento de
bases perfecto con sus dianas.

Sin desear quedar ligando por la teoria, la perturbacion de un polinucleétido antisentido por los oligonucleétidos
antisentido descritos en el presente documento puede alterar la expresion de los ARN mensajero sentido
correspondientes. Sin embargo, esta regulacién puede ser discordante (la inactivacion antisentido produce elevacion
de ARN mensajero) o concordante (la inactivacion antisentido produce reduccion concomitante de ARN mensajero).
En estos casos, los oligonucledtidos antisentido pueden dirigirse a partes solapantes o no solapantes de la
transcripcion antisentido que producen su inactivacion o secuestro. El antisentido codificante, asi como no
codificante, puede dirigirse de una manera idéntica y que cualquier categoria es capaz de regular las transcripciones
sentido correspondientes - tanto de una manera concordante como discordante. Las estrategias que se emplean en
identificar nuevos oligonucleétidos para su uso contra una diana pueden basarse en la inactivacion de
transcripciones de ARN antisentido por oligonucleétidos antisentido o cualquier otro medio de modulaciéon de la
diana deseada.

Estrategia 1: En el caso de regulacién discordante, la inactivacion de la transcripcion antisentido eleva la expresion
del gen convencional (sentido). Si este Ultimo debe codificar un farmaco diana conocido o supuesto, entonces la
inactivacion de su homadlogo antisentido podria imitar posiblemente la accién de un agonista receptor o una enzima
estimulante.

Estrategia 2: En el caso de regulaciéon concordante, podrian inactivarse concomitantemente tanto las transcripciones
antisentido como sentido y asi lograr una reduccion sinérgica de la expresion génica (sentido) convencional. Si, por
ejemplo, se usa un oligonucledtido antisentido para lograr la inactivacion, entonces esta estrategia puede usarse
para aplicar un oligonucle6tido antisentido dirigido a la transcripciéon sentido y otro oligonucleétido antisentido a la
transcripcion antisentido correspondiente, o un Unico oligonucleétido antisentido energéticamente simétrico que se
dirige simultaneamente a transcripciones sentido y antisentido solapantes.

Segun la presente divulgacién, los compuestos antisentido incluyen oligonucledtidos antisentido, ribozimas,
oligonucleétidos de secuencia de guia externa (EGS), compuestos de siRNA, compuestos de interferencia (IARN) de
ARN mono- o bicatenario tales como compuestos de siRNA, y otros compuestos oligoméricos que hibridan con al
menos una porcion del acido nucleico diana y modulan su funciéon. Como tales, pueden ser ADN, ARN, similares a
ADN, similares a ARN, o mezclas de los mismos, o pueden ser miméticos de uno o mas de estos. Estos compuestos
pueden ser compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o de horquilla, y pueden contener
elementos estructurales tales como protuberancias internas o terminales, desapareamientos o bucles. Los
compuestos antisentido se preparan rutinariamente linealmente, pero pueden unirse o prepararse de otro modo para
ser circulares y/o ramificados. Los compuestos antisentido pueden incluir construcciones tales como, por ejemplo,
dos hebras hibridadas para formar un compuesto completa o parcialmente bicatenario o una Unica hebra con auto-
complementariedad suficiente para permitir la hibridacion y formaciéon de un compuesto completa o parcialmente
bicatenario. Las dos hebras pueden enlazarse internamente, dejando los extremos 3' 0 5' libres, o pueden enlazarse
para formar una estructura de horquilla continua o bucle. La estructura de horquilla puede contener un nucleétido
protuberante en cualquiera de los extremos 5' 0 3' que produce una extension del caracter monocatenario. Los
compuestos bicatenarios opcionalmente pueden incluir nucleétidos protuberantes en los extremos. Las
modificaciones adicionales pueden incluir grupos conjugados unidos a uno de los extremos, posiciones de nucleétido
seleccionadas, posiciones de azucar o a uno de los enlaces internucleosidicos. Como alternativa, las dos hebras
pueden enlazarse mediante un resto no de acido nucleico o grupo conector. Cuando se forma a partir de solo una
hebra, el dsARN puede tomar la forma de una molécula tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si
misma para forma un duplex. Por lo tanto, el dsARN puede ser completa o parcialmente bicatenario. Puede lograrse
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una modulacién especifica de la expresion génica por expresion estable de horquillas de dsARN en lineas celulares
transgénicas, sin embargo, en algunos aspectos, la expresién génica o funcion esta regulada por aumento. Cuando
se forma a partir de dos hebras, 0 una Unica hebra que adopta la forma de una molécula de tipo horquilla auto-
complementaria que se dobla sobre si misma para formar un duplex, las dos hebras (o regiones formadoras de
diplex de una sola hebra) son hebras de ARN complementarias que se aparean con bases en el modo de Watson-
Crick.

Una vez introducidos a un sistema, los compuestos de la divulgacién pueden provocar la accion de una o mas
enzimas o proteinas estructurales para efectuar la escisiéon u otra modificacion del acido nucleico diana o pueden
trabajar mediante mecanismos basados en la ocupacion. En general, los &cidos nucleicos (incluyendo
oligonucleétidos) pueden describirse como "similares a ADN" (es decir, que generalmente tienen uno o mas 2'-
desoxiazucares y, generalmente, bases T en vez de U) o "similares a ARN" (es decir, que generalmente tienen uno o
mas 2'-hidroxi azUcares o azucares modificados en 2'y, generalmente bases U en vez de T). Las hélices de acido
nucleico pueden adoptar mas de un tipo de estructura, mas comunmente las formas A y B. Se cree que, en general,
los oligonucle6tidos que tienen estructura similar a la forma B son "similares a ADN" y aquellos que tienen estructura
similar a la forma A son "similares a ARN". En algunos casos (quiméricos), un compuesto antisentido puede
contener tanto regiones en forma A como B.

En otro aspecto, los oligonucleétidos deseados o compuestos antisentido comprenden al menos uno de: ARN
antisentido, ADN antisentido, oligonuclettidos antisentido quiméricos, oligonucledtidos antisentido que comprenden
enlaces modificados, ARN de interferencia (iIARN), ARN interferente pequefio (siRNA); un microARN interferente
(miARN); un ARN temporal pequefio (ARNtp); o un ARN de horquilla corta (ARNhc); activacion génica inducida por
ARN pequefio (aARN); ARN activantes pequefios (ARNap), o combinaciones de los mismos.

dsARN también puede activar la expresion génica, un mecanismo que se ha denominado "activacion génica
inducida por ARN pequefio” o aARN. Los promotores génicos que se dirigen a dsARN inducen la potente activacion
transcripcional de genes asociados. El aARN se demostré en células humanas usando dsARN sintéticos, llamados
"ARN activantes pequefios" (ARNap).

Se ha descubierto que el ARN bicatenario pequefio (dsARN), tal como ARN interferente pequefio (SiRNA) y
microARN (miARN), es el desencadenante de un mecanismo evolutivamente conservado conocido como
interferencia de ARN (iARN). La iARN conduce invariablemente al silenciamiento génico. Sin embargo, en los
aspectos descritos en detalle en la seccion de ejemplos a continuacion, se muestra que los oligonucleétidos
aumentan la expresion y/o funcién de los polinucledtidos de un gen de colageno y productos codificados de los
mismos. Los dsARN también pueden actuar como ARN activantes pequefios (ARNap). Sin desear quedar ligando
por la teoria, direccionando secuencias a promotores génicos, los ARNap induciran la expresion de genes diana en
un fenémeno denominado activacion transcripcional inducida por dsARN (aARN).

En un aspecto adicional, los "segmentos diana" identificados en el presente documento pueden emplearse en un
cribado para compuestos adicionales que modulan la expresion de polinucleétidos de un gen de colageno.
"Moduladores" son aquellos compuestos que disminuyen o aumentan la expresion de una molécula de &cido
nucleico que codifica un gen de colageno y que comprenden al menos una porcion de 5 nuclettidos que es
complementaria a un segmento diana. El método de cribado comprende las etapas de poner en contacto un
segmento diana de una molécula de acido nucleico que codifica polinucledtidos sentido o antisentido naturales de un
gen de colageno con uno o mas moduladores candidatos, y seleccionar uno o mas moduladores candidatos que
disminuyen o aumentan la expresiéon de una molécula de acido nucleico que codifica un polinucleétidos de un gen de
colageno, por ejemplo, SEQ ID NO: 10 a 29. Una vez se muestra que el modulador o moduladores candidatos son
capaces de modular (por ejemplo, disminuir 0 aumentar) la expresién de una molécula de acido nucleico que codifica
un polinucleétido de un gen de colageno, el modulador puede entonces emplearse en estudios de investigacion
adicionales de la funcién de un polinucleétido de un gen de colageno, o para su uso como un agente de
investigacion, diagnoéstico o terapéutico segun la presente divulgacion.

El direccionamiento de la secuencia antisentido natural modula preferiblemente la funcién del gen diana. Por
ejemplo, el gen de colageno (por ejemplo, numeros de acceso NM_000088, NM_000089, NM_000094). En un
aspecto, la diana es un polinucleétido antisentido del gen de colageno. En un aspecto, un oligonucle6tido antisentido
se dirige a secuencias sentido y/o antisentido naturales de un polinucleétido de un gen de colageno (por ejemplo,
numeros de acceso NM_000088, NM_000089, NM_000094), variantes, alelos, isoformas, homdlogos, mutantes,
derivados, fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferiblemente, el oligonucledtido es una
molécula antisentido y las dianas incluyen regiones codificantes y no codificantes de polinucleétidos antisentido y/o
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sentido de un gen de colageno.

Los segmentos diana de la presente divulgacién también pueden combinarse con sus compuestos antisentido
complementarios respectivos de la presente divulgacion para formar oligonucleétidos (duplexados) bicatenarios
estabilizados.

Se ha mostrado en la técnica que dichos restos de oligonucleétido bicatenario modulan la expresion de diana y
regulan la traduccion, asi como el procesamiento de ARN mediante un mecanismo antisentido. Ademas, los restos
bicatenarios pueden someterse a modificaciones quimicas. Por ejemplo, se ha mostrado que tales restos
bicatenarios inhiben la diana por la hibridacion clasica de la hebra antisentido del duplex con la diana, activando de
este modo la degradacion enzimatica de la diana.

En un aspecto, un oligonucleétido antisentido se dirige a polinucleétidos de un gen de colageno (por ejemplo,
nameros de acceso NM_000088, NM_000089, NM_000094), variantes, alelos, isoformas, homélogos, mutantes,
derivados, fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferiblemente, el oligonucleétido es una
molécula antisentido.

Segun aspectos de la divulgacion, la molécula de acido nucleico diana no se limita al gen de colageno en solitario,
sino que se extiende a cualquiera de las isoformas, receptores, homdlogos y similares de las moléculas de un gen
de colageno.

En otro aspecto, un oligonucleétido se dirige a una secuencia antisentido natural de un polinucleétido de un gen de
colageno, por ejemplo, polinucledtidos expuestos como SEQ ID NO: 4 a 9, y cualquier variante, alelo, homadlogo,
mutante, derivado, fragmento y secuencia complementaria a los mismos. Los ejemplos de oligonucledtidos
antisentido se exponen como las SEQ ID NO: 10 a 29.

En un aspecto, los oligonucledtidos son complementarios a 0 se unen a secuencias de acidos nucleicos de
antisentido de un gen de colageno, incluyendo, sin limitacion, secuencias sentido y/o antisentido no codificantes
asociadas a un polinucleétido de un gen de colageno, y modulan la expresion y/o funcion de una molécula de un gen
de colageno.

En otro aspecto, los oligonucledtidos son complementarios a 0 se unen a secuencias de acidos nucleicos de
antisentido natural de un gen de colageno, expuestas como SEQ ID NO: 4 a 9, y modulan la expresion y/o funcién
de una molécula de un gen de colageno.

En un aspecto, los oligonucledtidos comprenden secuencias de al menos 5 nucleétidos consecutivos de las SEQ ID
NOs: 10 a 29, y modulan la expresioén y/o funcion de una molécula de un gen de colageno.

Las dianas de polinucledtido comprenden un gen de colageno, incluyendo miembros de la familia del mismo,
variantes de un gen de colageno; mutantes de un gen de colageno, que incluyen SNP; secuencias no codificantes
de un gen de colageno; alelos de un gen de colageno; variantes de especies, fragmentos y similares.
Preferiblemente, el oligonucleétido es una molécula antisentido.

En otro aspecto, el oligonucleétido que se dirige a polinucleétidos de un gen de coldgeno comprende: ARN
antisentido, ARN de interferencia (IARN), ARN interferente pequefio (SIRNA); microARN interferente (MiARN); un
ARN temporal pequefio (ARNtp); o un ARN de horquilla corta (ARNhc); activacion génica inducida por ARN pequefio
(@aARN); o, ARN activante pequefio (ARNap).

En otro aspecto, el direccionamiento de un polinucleétido de un gen de colageno, por ejemplo, SEQ ID NO: 4 a 9,
modula la expresion o funcion de estas dianas. En un aspecto, la expresién o funcién esta regulada por aumento en
comparacion con un control. En otro aspecto, la expresion o funcién se regula por disminuciéon en comparacion con
un control.

En otro aspecto, los compuestos antisentido comprenden secuencias expuestas como SEQ ID NO: 10 a 29. Estos
oligonucleétidos pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados, fragmentos mas cortos o mas largos,
enlaces modificados y similares.

En otro aspecto, las SEQ ID NO: 10 a 29 comprenden uno o mas nucleétidos de LNA.
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La modulacién de un acido nucleico diana deseado puede realizarse de varias formas conocidas en la técnica. Por
ejemplo, oligonucleétidos antisentido, siRNA, etc. Las moléculas de acidos nucleicos enzimaticos (por ejemplo,
ribozimas) son moléculas de &cidos nucleicos capaces de catalizar una 0 mas de una diversidad de reacciones,
incluyendo la capacidad de escindir repetidamente otras moléculas de acidos nucleicos separadas de una manera
especifica de secuencia de bases de nucleétidos. Tales moléculas de acidos nucleicos enzimaticos pueden usarse,
por ejemplo, para dirigirse practicamente a cualquier transcripcion de ARN.

Debido a su especificidad de secuencia, las moléculas de acidos nucleicos enzimaticos que se escinden en trans se
muestran prometedores como agentes terapéuticos para una enfermedad humana. Las moléculas de acidos
nucleicos enzimaticos pueden disefiarse para escindir dianas de ARN especificas dentro del fondo del ARN celular.
Tal acontecimiento de escisidn convierte el ARNm en no funcional y anula la expresion de proteinas de ese ARN. De
este modo puede inhibirse selectivamente la sintesis de una proteina asociada a una patologia.

En general, los acidos nucleicos enzimaticos con actividad de escisién de ARN actian uniéndose primero a un ARN
diana. Tal unién se produce mediante la porcién de unién de diana de un acido nucleico enzimatico que se mantiene
en estrecha proximidad a una porcién enzimatica de la molécula que actta para escindir el ARN diana. Por lo tanto,
el acido nucleico enzimatico se reconoce primero y después se une a ARN diana mediante apareamiento de bases
complementario, y una vez se une al sitio correcto, actla enzimaticamente para cortar el ARN diana. La escision
estratégica de un ARN diana tal destruira su capacidad para dirigir la sintesis de una proteina codificada. Después
de unirse un &cido nucleico enzimatico y escindir su ARN diana, se libera de ese ARN para buscar otra diana y
puede unirse repetidamente y escindir nuevas dianas.

Se han usado varios enfoques, tales como estrategias de seleccién in vitro (evolucion) para desarrollar nuevos
catalizadores de acido nucleico capaces de catalizar una diversidad de reacciones, tales como escision y ligacion de
enlaces fosfodiéster y enlaces amida.

El desarrollo de ribozimas que son 6ptimas para la actividad catalitica contribuird significativamente a cualquier
estrategia que emplea ribozimas que escinden ARN con el fin de regular la expresion génica. La ribozima de cabeza
de martillo, por ejemplo, funciona con una velocidad catalitica (kcat) de aproximadamente 1 min-1 en presencia de
concentraciones de saturacion (10 mM) de cofactor de Mg2+. Se ha mostrado que una ribozima de "ARN ligasa"
artificial cataliza la reaccion de auto-modificacion correspondiente con una velocidad de aproximadamente 100 min-
1. Ademas, se sabe que ciertas ribozimas de cabeza de martillo modificadas que tienen brazos de unién al sustrato
hechos de ADN catalizan la escisién de ARN con mudltiples velocidades de recuperacién que se aproximan a 100
min-1. Finalmente, la sustitucion de un residuo especifico dentro del ndcleo catalitico de la cabeza de martillo con
ciertos analogos de nucledtido da ribozimas modificadas que muestran una mejora de tanto como 10 veces en la
velocidad catalitica. Estos hallazgos demuestran que las ribozimas pueden promover transformaciones quimicas con
velocidades cataliticas que son significativamente superiores a las mostradas in vitro por la mayoria de las ribozimas
que se auto-escinden naturales. Después, es posible que las estructuras de ciertas ribozimas de auto-escision
puedan optimizarse para dar la maxima actividad catalitica, o que puedan prepararse motivos de ARN
completamente nuevos que muestran velocidades significativamente mas rapidas para la escision de fosfodiéster de
ARN.

La escision intermolecular de un sustrato de ARN por un catalizador de ARN que se ajusta al modelo de "cabeza de
martillo" se mostré por primera vez en 1987. Se recuperd el catalizador de ARN y se hizo reaccionar con multiples
moléculas de ARN, demostrando que era verdaderamente catalitico.

Se han usado ARN cataliticos disefiados basados en el motivo de "cabeza de martillo" para escindir secuencias
diana especificas haciendo cambios de base apropiados en el ARN catalitico para mantener apareamiento de bases
necesarios con las secuencias diana. Esto ha permitido el uso del ARN catalitico para escindir secuencias diana
especificas e indica que los ARN cataliticos disefiados segun el modelo de "cabeza de martillo" pueden escindir
posiblemente ARN de sustrato especifico in vivo.

La interferencia de ARN (iARN) se ha convertido en una poderosa herramienta para modular la expresion génica en
mamiferos y células de mamifero. Este enfoque requiere la administracién de ARN interferente pequefio (SIRNA)
como el propio ARN o como ADN, usando un plasmido de expresién o virus y la secuencia codificante para ARN de
horquilla pequefio que se procesa a siRNA. Este sistema permite un transporte eficaz de los pre-siRNA al citoplasma
donde son activos y permite el uso de promotores regulados y especificos de tejido para la expresion génica.

En un aspecto preferido, un oligonucleétido o compuesto antisentido comprende un oligémero o polimero de acido
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ribonucleico (ARN) y/o acido desoxirribonucleico (ADN), o un mimético, quimera, andlogo u homologo de los
mismos. Este término incluye oligonucleétidos compuestos de nucleétidos de origen natural, azlGcares y enlaces
internucledsido covalentes (estructura), asi como oligonucleétidos que tienen porciones que no existen de forma
natural que funcionan de forma similar. Tales oligonucleétidos modificados o sustituidos son frecuentemente
deseados con respecto a formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular
mejorada, afinidad potenciada para un acido nucleico diana y aumento de la estabilidad en presencia de nucleasas.

De acuerdo con la presente divulgacion, los oligonucleétidos o "compuestos antisentido” incluyen oligonucleétidos
antisentido (por ejemplo, ARN, ADN, mimético, quimera, andlogo u homédlogo de los mismos), ribozimas,
oligonucleétidos de secuencia de guia externa (EGS), compuestos de siRNA, compuestos de interferencia (IARN) de
ARN mono- o bicatenario tales como compuestos de siRNA, ARNap, ARNa, y otros compuestos oligoméricos que
hibridan con al menos una porciéon del acido nucleico diana y modulan su funcién. Como tales, pueden ser ADN,
ARN, similares a ADN, similares a ARN, o mezclas de los mismos, o pueden ser miméticos de uno o mas de estos.
Estos compuestos pueden ser compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o de horquilla y
pueden contener elementos estructurales tales como protuberancias internas o terminales, desapareamientos o
bucles. Los compuestos antisentido se preparan rutinariamente linealmente, pero pueden unirse o prepararse de
otro modo para ser circulares y/o ramificados. Los compuestos antisentido pueden incluir construcciones tales como,
por ejemplo, dos hebras hibridadas para formar un compuesto completa o parcialmente bicatenario o una Unica
hebra con auto-complementariedad suficiente para permitir la hibridacion y formaciéon de un compuesto completa o
parcialmente bicatenario. Las dos hebras pueden enlazarse internamente, dejando los extremos 3' o 5' libres, o
pueden enlazarse para formar una estructura de horquilla continua o bucle. La estructura de horquilla puede
contener un nucleétido protuberante en cualquiera de los extremos 5' 0 3' que produce una extension del caracter
monocatenario. Los compuestos bicatenarios opcionalmente pueden incluir nucleétidos protuberantes en los
extremos. Las modificaciones adicionales pueden incluir grupos conjugados unidos a uno de los extremos,
posiciones de nucledtido seleccionadas, posiciones de azlcar o a uno de los enlaces internucleosidicos. Como
alternativa, las dos hebras pueden enlazarse mediante un resto no de acido nucleico o grupo conector. Cuando se
forma a partir de solo una hebra, el dsARN puede tomar la forma de una molécula tipo horquilla auto-
complementaria que se dobla sobre si misma para forma un duplex. Por lo tanto, el dSARN puede ser completa o
parcialmente bicatenario. Puede lograrse una modulacién especifica de la expresion génica por expresion estable de
horquillas de dsARN en lineas celulares transgénicas. Cuando se forma a partir de dos hebras, o una Unica hebra
que adopta la forma de una molécula de tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si misma para
formar un duplex, las dos hebras (o regiones formadoras de duplex de una sola hebra) son hebras de ARN
complementarias que se aparean con bases en el modo de Watson-Crick.

Una vez introducidos a un sistema, los compuestos de la divulgacién pueden provocar la accion de una o mas
enzimas o proteinas estructurales para efectuar la escision u otra modificacion del acido nucleico diana o pueden
trabajar mediante mecanismos basados en la ocupacién. En general, los &cidos nucleicos (incluyendo
oligonucleétidos) pueden describirse como "similares a ADN" (es decir, que generalmente tienen uno o mas 2'-
desoxiazlcares y, generalmente, bases T en vez de U) o "similares a ARN" (es decir, que generalmente tienen uno o
mas 2'-hidroxi azlcares o azucares modificados en 2'y, generalmente bases U en vez de T). Las hélices de acido
nucleico pueden adoptar mas de un tipo de estructura, mas comunmente las formas A y B. Se cree que, en general,
los oligonucle6tidos que tienen estructura similar a la forma B son "similares a ADN" y aquellos que tienen estructura
similar a la forma A son "similares a ARN". En algunos casos (quiméricos), un compuesto antisentido puede
contener tanto regiones en forma A como B.

Los compuestos antisentido de acuerdo con esta divulgacion pueden comprender una porcion antisentido de
aproximadamente 5 a aproximadamente 80 nucleétidos (es decir, de aproximadamente 5 a aproximadamente 80
nucledsidos enlazados) de longitud. Esto se refiere a la longitud de la hebra antisentido o porcién del compuesto
antisentido. En otras palabras, un compuesto antisentido monocatenario de la divulgacion comprende de 5 a
aproximadamente 80 nucle6tidos, y un compuesto antisentido bicatenario de la divulgacion (tal como un dsARN, por
ejemplo) comprende una hebra sentido y antisentido o porcion de 5 a aproximadamente 80 nucle6tidos de longitud.
Un experto en la técnica apreciara que esto comprenda porciones antisentido de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,
78, 79 u 80 nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo entre los mismos.

En un aspecto, los compuestos antisentido de la divulgacion tienen porciones antisentido de 10 a 50 nucleétidos de
longitud. Un experto en la técnica apreciara que éstos incorporan oligonucleétidos que tienen porciones antisentido
de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
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40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo entre los mismos. En algunos
aspectos, los oligonucleétidos tienen 15 nucledtidos de longitud.

En un aspecto, los compuestos antisentido o de oligonucleétidos de la divulgacién tienen porciones antisentido de 12
0 13 a 30 nucledtidos de longitud. Un experto en la técnica apreciara que éstos incorporan compuestos antisentido
que tienen porciones antisentido de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30
nucleétidos de longitud, o cualquier intervalo entre los mismos.

En otro aspecto, los compuestos oligoméricos de la presente divulgacion también incluyen variantes en las que una
base diferente estd presente en una o mas de las posiciones de nucleétido en el compuesto. Por ejemplo, si el
primer nucleétido es una adenosina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina o citidina en esa
posicion. Esto puede hacerse en cualquiera de las posiciones de los compuestos antisentido o de dsARN. Estos
compuestos se prueban entonces usando los métodos descritos en el presente documento para determinar su
capacidad para inhibir la expresion de un acido nucleico diana.

En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad, entre el compuesto antisentido y
la diana, es de aproximadamente el 40 % a aproximadamente el 60 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad
de secuencia o complementariedad es de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 70 %. En algunos
aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad es de aproximadamente el 70 % a
aproximadamente el 80 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencia o complementariedad es de
aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 90 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias
0 complementariedad es de aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 %, o aproximadamente el 100 %.

En otro aspecto, los oligonucleétidos antisentido, tales como, por ejemplo, las moléculas de acidos nucleicos
expuestas en las SEQ ID NO: 4 a 29, comprenden una o mas sustituciones o modificaciones. En un aspecto, los
nucleétidos estan sustituidos con acidos nucleicos bloqueados (LNA).

En otro aspecto, los oligonucleétidos se dirigen a una o més regiones de las moléculas de &cidos nucleicos sentido
y/o antisentido de secuencias codificantes y/o no codificantes asociadas a un gen de colageno y las secuencias
expuestas como SEQ ID NO: 1 a 9. Los oligonucleétidos también se dirigen a regiones solapantes de las SEQ ID
NOS:1a09.

Ciertos oligonucledtidos de esta divulgacion son oligonucleétidos quiméricos. "Oligonuclettidos quiméricos” o
"quimeras”, en el contexto de esta divulgacion, son oligonucleétidos que contienen dos o mas regiones
guimicamente distintas, cada una constituida por al menos un nucledtido. Estos oligonucleétidos contienen
normalmente al menos una regién de nucledtidos modificados que confiere una 0 mas propiedades beneficiosas
(tales como, por ejemplo, elevada resistencia a nucleasas, elevada captacion en células, elevada afinidad de unién
por la diana) y una regidn que es un sustrato para enzimas capaces de escindir hibridos de ARN:ADN o ARN:ARN.
A modo de ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de un duplex de
ARN:ADN. Por lo tanto, la activacion de RNasa H da como resultado la escision del ARN diana, mejorando
enormemente de esta manera la eficiencia de la modulacion antisentido de la expresion génica. En consecuencia,
frecuentemente pueden obtenerse resultados comparables con oligonucleétidos mas cortos cuando se usan
oligonucledtidos quiméricos, en comparacion con desoxioligonucleotidos de fosforotioato que hibridan con la misma
region diana. La escision del ARN diana puede detectarse rutinariamente por electroforesis en gel y, si fuera
necesario, técnicas de hibridacion de acidos nucleicos asociadas conocidas en la técnica. En un aspecto, un
oligonucleétido quimérico comprende al menos una regién modificada para aumentar la afinidad de unién de la
diana, y, normalmente, una region que actla de sustrato para RNAsa H. La afinidad de un oligonucleétido por su
diana (en este caso, un acido nucleico que codifica ras) se determina rutinariamente midiendo la Tm de un par de
oligonucledtido/diana, que es la temperatura a la que se disocian el oligonucleétido y la diana; la disociacion se
detecta espectrofotométricamente. Cuanto mayor sea la Tm, mayor sera la afinidad del oligonucle6tido por la diana.

Los compuestos antisentido quiméricos de la divulgacion pueden formarse como estructuras compuestas de dos o
mas oligonucledtidos, oligonucleétidos modificados, miméticos de oligonucleésidos y/o de oligonucleétidos, como se
han descrito anteriormente. Tales compuestos también se han denominado en la técnica hibridos o gapmeros. Las
Patentes de Estados Unidos representativas que indican la preparacion de tales estructuras hibridas comprenden,
pero sin limitacién, las patentes de Estados n.° 5.013.830; 5.149.797; 5.220.007; 5.256.775; 5.366.878; 5.403.711;
5.491.133; 5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356; y 5.700.922.
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En otro aspecto, la region del oligonucledtido que se modifica comprende al menos un nucleétido modificado en la
posicion 2' del azucar, mas preferiblemente un nucleétido modificado con 2'-Oalquilo, 2-O-alquil-O-alquilo o 2'-flGor.
En otros aspectos, las modificaciones de ARN incluyen modificaciones de 2'-fliior, 2'-amino y 2'-O-metilo en la ribosa
de pirimidinas, residuos abdsicos o una base invertida en el extremo 3' del ARN. Tales modificaciones se incorporan
rutinariamente en oligonucleétidos y se ha mostrado que estos oligonucledtidos tienen una mayor Tm (es decir,
mayor afinidad de unién a diana) que los 2'-desoxioligonucleétidos contra una diana dada. El efecto de tal afinidad
elevada es potenciar enormemente la inhibicién por oligonucleétidos de iARN de la expresion génica. La RNAsa H
es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN del diplex de ARN:ADN; por lo tanto, la activacion de
esta enzima da como resultado la escision del ARN diana, y puede mejorar en gran medida de este modo la
eficiencia de inhibicién de iARN. La escision del ARN diana puede demostrarse rutinariamente por electroforesis en
gel. En otro aspecto, el oligonucle6tido quimérico también se modifica para potenciar la resistencia a nucleasas. Las
células contienen una diversidad de exo- y endo-nucleasas que pueden degradar acidos nucleicos. Se ha mostrado
gue varias modificaciones de nucleétidos y nucledsidos hacen que el oligonucleétido en el que se incorporan sea
mas resistente a la digestion por nucleasa que el oligodesoxinucledtido nativo. La resistencia a nucleasas se mide
rutinariamente incubando oligonucleétidos con extractos celulares o soluciones de nucleasa aisladas y midiendo el
grado de oligonucledtido intacto que queda con el tiempo, normalmente por electroforesis en gel. Los
oligonucleétidos que se han modificado para potenciar su resistencia a nucleasas sobreviven intactos durante mas
tiempo que los oligonucledtidos sin modificar. Se ha demostrado que una diversidad de modificaciones de
oligonucledtidos potencia o confiere resistencia a nucleasas. Los oligonucleétidos que contienen al menos una
modificaciéon de fosforotioato son actualmente mas preferidos. En algunos aspectos, las modificaciones de
oligonucledtidos que mejoran la afinidad de union a diana son, por lo tanto, independientemente capaces de
potenciar la resistencia a nucleasas. Algunas modificaciones deseables pueden encontrarse en De Mesmaeker et al.
(1995) Acc. Chem. Res., 28: 366-374.

Los ejemplos especificos de algunos oligonucleétidos previstos para esta divulgacion incluyen aquellos que
comprenden estructuras modificadas, por ejemplo, fosforotioatos, fosfotriésteres, metilfosfonatos, enlaces entre
azucares de alquilo o cicloalquilo de cadena corta o enlaces entre azlcares heteroatdbmicos o heterociclicos de
cadena corta. La mayor parte son oligonucleétidos con estructuras de fosforotioato y aquellos con estructuras de
heterodtomo, particularmente estructuras de CH2 --NHO--CH2, CH, --N(CH3)--O-CH2 [conocido como una
estructura de metilen(metilimino) o MMI], CH2 --O--N (CH3)--CH2, CH2 -N (CH3)--N (CH3)--CH2 y O--N (CH3)--CH2
--CH2, en los que la estructura de fosfodiéster nativa se representa O--P--O--CH). También se prefieren las
estructuras amida desveladas por De Mesmaeker et al. (1995) Acc. Chem. Res. 28: 366-374. También se prefieren
oligonucledtidos que tienen estructuras principales de morfolino (Summerton y Weller, Pat. de Estados Unidos n.°
5.034.506). En otros aspectos, tales como la estructura de acido nucleico peptidico (PNA), la estructura de
fosfodiéster del oligonucleodtido se sustituye por una estructura de poliamida, estando los nucleétidos unidos directa o
indirectamente a los atomos de nitrogeno azo de la estructura poliamida. Los oligonuclettidos también pueden
comprender uno 0 mas restos de azucar sustituidos. Los oligonucleétidos comprenden uno de los siguientes en la
posicion 2": OH, SH, SCH3, F, OCN, OCH3 OCH3, OCH3 O(CH2)n CH3, O(CH2)n NH2 u O(CH2)n CH3, donde n es
de 1 a aproximadamente 10; alquilo C1 a C10 inferior, alcoxialcoxi, alquilo, alcarilo o aralquilo inferior sustituido; ClI;
Br; CN; CF3 ; OCF3; O--, S--, o N-alquilo; O--, S-, o N-alquenilo; SOCH3; SO2 CH3: ONO2; NO2; N3; NH2;
heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo; aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo de escision de
ARN; un grupo indicador; un intercalador; un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un
oligonucledtido; o un grupo para mejorar las propiedades farmacodindmicas de un oligonucledtido y otros
sustituyentes que tienen propiedades similares. Una modificacion preferida incluye 2'-metoxietoxi [2'-O-CH2 CH2
OCH3, también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo)]. Otras modificaciones preferidas incluyen 2'-metoxi (2'-O-CH3),
2'- propoxi (2'-OCH2 CH2CH3) y 2'-fluoro (2'-F). También pueden hacerse modificaciones similares en otras
posiciones sobre el oligonucledtido, particularmente la posicion 3' del azlUcar en el nucleétido del extremo 3' vy la
posicion 5' del nucledtido del extremo 5'. Los oligonucleétidos también pueden tener miméticos de azlcar tales como
ciclobutilos en lugar del grupo pentofuranosilo.

Los oligonucleétidos también pueden incluir, adicionalmente o como alternativa, modificaciones o sustituciones de
nucleobases (frecuentemente denominadas en la técnica simplemente "base"). Como se usa en el presente
documento, nucledtidos "no modificados" o "naturales” incluyen adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) y
uracilo (U). Los nucleétidos modificados incluyen nucleétidos encontrados Unicamente poco frecuentemente o
transitoriamente en acidos nucleicos naturales, por ejemplo, hipoxantina, 6-metiladenina, 5-Me-pirimidinas,
particularmente 5-metilcitosina (también denominada 5-metil-2'-desoxicitosina y frecuentemente denominada en la
técnica 5-Me-C), 5-hidroximetilcitosina (HMC), glicosil HMC y gentobiosil HMC, asi como nucleétidos sintéticos, por
ejemplo, 2-aminoadenina, 2-(metilamino)adenina, 2-(imidazolilalquil)adenina, 2-(aminoalquilamino)adenina u otras
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alquiladeninas heterosustituidas, 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-bromouracilo, 5-hidroximetiluracilo, 8-azaguanina, 7-
deazaguanina, N6(6-aminohexil)adenina y 2,6-diaminopurina. Puede incluirse una base "universal" conocida en la
técnica, por ejemplo, inosina. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-Me-C aumentan la estabilidad del diplex de
acido nucleico en 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y. S., en Crooke, S. T. y Lebleu, B., eds, Antisense Research and
Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pags. 276-278) y son en el presente sustituciones de base.

Otra modificacion de los oligonucleétidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucleétido uno o
mas restos o conjugados que potencian la actividad o captacion celular del oligonucleétido. Tales restos incluyen,
pero sin limitacion, restos de lipido tales como un resto de colesterol, un resto colesterilo, un tioéter, por ejemplo,
hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o de undecilo, un
fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-Fl-fosfonato de trietilamonio, una
poliamina o una cadena de polietilenglicol, o acido adamantanoacético. Los oligonucleétidos que comprenden restos
lipdfilos, y métodos para preparar tales oligonucleétidos, se conocen en la técnica, por ejemplo, las Pat. de Estados
Unidos n.° 5.138.045, 5.218.105 y 5.459.255.

No es necesario que todas las posiciones en un oligonucleétido dado estén uniformemente modificadas, y de hecho
mas de una de las modificaciones anteriormente mencionadas puede incorporarse en un Unico oligonucleétido o
incluso dentro de un uUnico nucleésido dentro de un oligonucleétido. La presente divulgacion también incluye
oligonucledtidos que son oligonucleétidos quiméricos como se ha definido anteriormente en el presente documento.

En otro aspecto, la molécula de acido nucleico de la presente divulgacion esta conjugada con otro resto que incluye,
pero sin limitacion, nucledtidos abésicos, poliéter, poliamina, poliamidas, péptidos, hidratos de carbono, lipido, o
compuestos de polihidrocarburo. Los expertos en la técnica reconoceran que estas moléculas pueden enlazarse a
uno o mas de cualquiera de los nucleétidos que comprenden la molécula de &cido nucleico en varias posiciones en
el azucar, base o grupo fosfato.

Los oligonucledtidos usados segln la presente divulgacion pueden prepararse convenientemente y rutinariamente
mediante la técnica ya conocida de sintesis en fase sélida. El equipo para tales sintesis se vende por varios
proveedores, incluyendo Applied Biosystems. También puede emplearse cualquier otro medio para tal sintesis: la
sintesis real de los oligonucledétidos esta perfectamente dentro de las aptitudes de un experto en la técnica. También
se conocen bien usar técnicas similares para preparar otros oligonucledtidos tales como los fosforotioatos y
derivados alquilados. También se conoce bien usar técnicas similares y amiditos modificados disponibles en el
mercado y productos de vidrio de poro controlado (CPG) tales como biotina, fluoresceina, acridina o amiditos
modificados con psoraleno y/o CPG (disponible en Glen Research, Sterling VA) para sintetizar oligonucleétidos
fluorescentemente marcados, biotinilados u otros oligonucleétidos modificados, tales como oligonucledtidos
modificados con colesterol.

Segun la divulgacion, el uso de modificaciones tales como el uso de monémeros de LNA para potenciar la potencia,
especificidad y duracion de la accidon y ampliar las vias de administracion de oligonucleétidos comprende quimicas
actuales tales como MOE, ANA, FANA, PS, etc. Esto puede lograrse sustituyendo algunos de los mondmeros en los
oligonucleétidos actuales por monémeros de LNA. El oligonucledtido modificado con LNA puede tener un tamafio
similar al compuesto precursor o puede ser mas largo o preferiblemente mas pequefio. Se prefiere que tales
oligonucledtidos modificados con LNA contengan menos de aproximadamente el 70 %, mas preferiblemente menos
de aproximadamente el 60 %, mas preferiblemente menos de aproximadamente el 50 % de mondmeros de LNA y
gue sus tamafios estén entre aproximadamente 5 y 25 nucleétidos, méas preferiblemente entre aproximadamente 12
y 20 nucledtidos.

Las estructuras de oligonucleétidos modificados comprenden, pero sin limitacion, fosforotioatos, fosforotioatos
quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metilo y otros alquil fosfonatos que comprenden
3'-alquilenfosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos que comprenden 3'-amino fosforamidato y
aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos que
tienen enlaces 3'-5' normales, analogos enlazados en 2'-5' de estos, y aquellos que tienen polaridad invertida donde
los pares adyacentes de unidades de nucledsidos estan enlazados 3'-5' a 5'-3' 0 2'-5' a 5'-2'. También se incluyen
diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de los enlaces que contienen fésforo
anteriores comprenden, pero sin limitacién, las patentes de Estados Unidos n.° 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301;
5.023.243; 5.177.196; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939;
5.453.496; 5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799;
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5.587.361; y 5.625.050.

Las estructuras de oligonucleétido modificadas que no incluyen un atomo de fésforo en las mismas tienen
estructuras que se forman por enlaces internucleésido de alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces
internucledsidos de heteroatomo y alquilo o cicloalquilo mixtos, o uno o mas enlaces internucledsidos
heteroatémicos o heterociclicos de cadena corta. Estos comprenden aquellos que tienen enlaces morfolino
(formados en parte a partir de la porcién de azucar de un nucledsido); estructuras de siloxano; estructuras de sulfuro,
sulféxido y sulfona; estructuras de formacetilo y tioformacetilo; estructuras de metilenformacetilo y tioformacetilo;
estructuras que contienen alqueno; estructuras de sulfamato; estructuras de metilenimino y metilenhidrazino;
estructuras de sulfonato y sulfonamida; estructuras de amida; y otras que tienen partes de componentes de N, O, Sy
CH2 mixtos.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de los oligonucleésidos anteriores
comprenden, pero sin limitacién, las patentes de Estados Unidos n.° 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134;
5.216.141; 5.235.033; 5.264.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307;
5.561.225; 5.596.086; 5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312;
5.633.360; 5.677.437; y 5.677.439.

En otros miméticos de oligonucleétidos, tanto el azicar como el enlace internucleésido, es decir, la estructura, de las
unidades de nucleétido se sustituyen por grupos novedosos. Las unidades de base se mantienen para la hibridacion
con un compuesto de &cido nucleico diana apropiado. Tal compuesto oligomérico, un oligonucleétido mimético que
se ha mostrado que tiene excelente propiedades de hibridacion, se denomina un &cido nucleico peptidico (PNA). En
compuestos de PNA, la estructura de azucar de un oligonucleétido se reemplaza por una estructura que contiene
amida, en particular una estructura de aminoetilglicina. Las nucleobases son retenidas y se unen directa o
indirectamente a atomos de nitrégeno azo de la porcién de amida de la estructura. Las patentes de Estados Unidos
representativas que muestran la preparacion de compuestos de PNA comprenden, pero sin limitacion, las patentes
de Estados Unidos n.° 5.539.082; 5.714.331; y 5.719.262.

Pueden encontrarse ensefianzas adicionales de compuestos de PNA en Nielsen, et al. (1991) Science 254, 1497-
1500.

En otro aspecto de la divulgacion, los oligonucleétidos con estructuras de fosforotioato y oligonucledsidos con
estructuras de heterodtomo, y en particular CH2-NH-O-CH2-,-CH2-N (CH3)-O-CH2-, se conocen como una
estructura de metileno (metilimino) o MMI, -CH2-O-N (CH3)-CH2-,-CH2N(CH3)-N(CH3) CH2-y -ON(CH3)-CH2-CH2-,
donde la estructura de fosfodiéster nativo se representa como -O-P-O-CH2- de la patente de Estados Unidos n.°
5.489.677 que se ha citado anteriormente, y las estructuras de amida de la patente de Estados Unidos n.° 5.602.240
gue se ha citado anteriormente. También hay oligonucleétidos que tienen estructuras principales de morfolino de la
patente de Estados Unidos n.° 5.034.506 que se ha citado anteriormente.

Los oligonucledtidos modificados también pueden contener uno o méas restos de azlcar sustituidos. Los
oligonucleétidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2": OH; F; O-, S- o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo;
O-, S- o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, donde el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo de C a CO
sustituido o sin sustituir o alquenilo y alquinilo de C2 a CO. Particularmente se prefieren O(CH2)nOmCH3, O(CH2)n,
OCH3, O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)NONH2 y O(CH2nON(CH2)nCH3)2 donde n y m pueden ser de 1 a
aproximadamente 10. Otros oligonucleétidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2': de C a CO (alquilo
inferior, alquilo inferior sustituido, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo o O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, CI, Br, CN, CF3,
OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino,
polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escision de ARN, un grupo indicador, un intercalador, un grupo para
mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido, o un grupo para mejorar las propiedades
farmacodinamicas de un oligonucleétido, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Una maodificacion
comprende 2-metoxietoxi (2'-O-CH2CH20CHS3, también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo) o 2'-MOE), es decir, un
grupo alcoxialcoxi. Una modificacion adicional comprende 2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo
O(CH2)20N(CH3)2, también conocido como 2'-DMAOE, como se describe en los ejemplos en el presente
documento a continuacién, y 2'-dimetilaminoetoxietoxi (también conocido en la técnica como 2'-O-
dimetilaminoetoxietilo o 2'-DMAEOE), es decir, 2'-O-CH2-O-CH2-N(CH2)2.

Otras modificaciones comprenden 2'-metoxi (2'-OCH3), 2'-aminopropoxi (2'-OCH2CH2CH2NH2) y 2'-flior (2'-F).

También pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones en el oligonucle6tido, particularmente la
posicion 3' del azucar en el nucleétido del extremo 3' 0 en oligonucleétidos enlazados 2'-5' y la posicion 5' del
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nucleétido del extremo 5'. Los oligonucledtidos también pueden tener miméticos de azlcar tales como restos
ciclobutilo en lugar del pentofuranosil azlicar. Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la
preparacion de tales estructuras de azlcar modificadas comprenden, pero sin limitacion, las patentes de Estados
Unidos n.° 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134;
5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; y
5.700.920.

Los oligonucleétidos también pueden comprender modificaciones o sustituciones de nucleobases (frecuentemente
denominadas en la técnica simplemente "base"). Como se usa en el presente documento, nucleétidos "no
modificados" o "naturales" comprenden las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina
timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Los nucle6tidos modificados comprenden otros nucleétidos sintéticos y naturales
tales como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroxietilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, derivados de 6-
metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, derivados de 2-propilo y otros de alquilo de adenina y
guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propiniluracilo y citosina, 6-azouracilo,
citosina y timina, 5-uracilo (pseudo-uracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras
adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-halo, particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas
sustituidos en 5, 7-metilquanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina
y 3-deazaguanina y 3-deazaadenina.

Ademas, los nucledtidos comprenden los desvelados en la patente de Estados Unidos n.° 3.687.808, los desvelados
en "The Concise Encyclopedia of Polymer Science And Engineering”, paginas 858-859, Kroschwitz, J.L., ed. John
Wiley & Sons, 1990, los desvelados por Englisch et al., "Angewandle Chemie, International Edition", 1991, 30,
pagina 613, y los desvelados por Sanghvi, Y.S., Capitulo 15, "Antisense Research and Applications", paginas 289-
302, Crooke, S.T. y Lebleu, B. ca., CRC Press, 1993. Algunos de estos nucleétidos son particularmente Utiles para
aumentar la afinidad de unién de los compuestos oligomeéricos de la divulgacion. Estos comprenden pirimidinas 5-
sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y 0-6, que comprenden 2-aminopropiladenina, 5-
propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad
del duplex de &cido nucleico en 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y Lebleu, B., eds, "Antisense Research and
Applications”, CRC Press, Boca Raton, 1993, pags. 276-278) y son en el presente sustituciones de base, incluso
mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de 2'-O-metoxietil azlcar.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de los nucleétidos modificados que se
han indicado anteriormente, asi como otros nucleétidos modificados, comprenden, pero sin limitacidn, las patentes
de Estados Unidos n.° 3.687.808, asi como 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272;
5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.596.091; 5.614.617; 5.750.692, y
5.681.941.

Otra modificacion de los oligonucleétidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucle6tido uno o
mas restos o conjugados, que potencian la actividad, distribucién celular o captacion celular del oligonucleétido

Tales restos comprenden, pero sin limitacién, restos de lipido tales como un resto colesterol, acido célico, un tioéter,
por ejemplo, hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o de
undecilo, un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicerol-3-H-fosfonato de
trietlamonio, una poliamina o una cadena de polietilenglicol, o acido adamantanoacético, un resto palmitilo, o un
resto octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de dichos conjugados oligonucleétidos
comprenden, pero sin limitacion, las patentes de Estados Unidos n.° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465;
5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717. 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045;
5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737;
4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963;
5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241, 5.391.723;
5.416.203, 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371,;
5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941.

Descubrimiento de farmacos: Los compuestos de la presente divulgacién también pueden aplicarse en las areas del
descubrimiento de farmacos y validacion de dianas. La presente divulgacion comprende el uso de los compuestos y
segmentos diana identificados en el presente documento en los esfuerzos del descubrimiento de farmacos para
esclarecer relaciones que existen entre un polinucle6tido de un gen de colageno y una patologia, fenotipo o
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afeccion. Estos métodos incluyen detectar o modular un polinucleétido de un gen de colageno que comprende poner
en contacto una muestra, tejido, célula u organismo con los compuestos de la presente divulgaciéon, medir el nivel de
acido nucleico o de proteina de un polinucleétido de un gen de colageno y/o un criterio de valoracién fenotipico o
quimico relacionado en algin momento después del tratamiento, y opcionalmente comparar el valor medido con una
muestra no tratada o muestra tratada con un compuesto adicional de la divulgacion. Estos métodos también pueden
realizarse en paralelo o en combinacion con otros experimentos para determinar la funcién de genes desconocidos
para el proceso de validacion de dianas o para determinar la validez de un producto génico particular como diana
para el tratamiento o prevencién de una enfermedad, afeccién o fenotipo particular.

Evaluacién de la regulacion por aumento o inhibicién de la expresion génica:

La transferencia de un acido nucleico exégeno en una célula huésped u organismo puede evaluarse detectando
directamente la presencia del acido nucleico en la célula u organismo. Tal detecciéon puede lograrse por varios
métodos muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, la presencia del acido nucleico exégeno puede detectarse por
Southern blot o por una técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores que amplifican
especificamente secuencias de nucledtidos asociadas al acido nucleico. La expresion de los acidos nucleicos
exogenos también puede medirse usando métodos convencionales que incluyen analisis de expresion génica. Por
ejemplo, el ARNm producido a partir de un acido nucleico exdgeno puede detectarse y cuantificarse usando una
Northern blot y PCR con transcripcion inversa (RT-PCR).

La expresion de ARN del &cido nucleico exdgeno también puede detectarse midiendo una actividad enzimética o
una actividad de proteina indicadora. Por ejemplo, puede medirse la actividad moduladora antisentido indirectamente
como una disminucién o aumento en la expresion de &cido nucleico diana como una indicacién de que el acido
nucleico exégeno esta produciendo el ARN efector. Basandose en la conservacion de secuencias, pueden disefiarse
cebadores y usarse para amplificar regiones codificantes de los genes diana. Inicialmente, la regién codificante mas
altamente expresada de cada gen puede usarse para construir un gen de control modelo, aunque puede usarse
cualquier region codificante o no codificante. Cada gen de control se ensambla insertando cada region codificante
entre una region codificante indicadora y su sefial de poli(A). Estos plasmidos producirdn un ARNm con un gen
indicador en la porcién aguas arriba del gen y una posible diana de iARN en la regién no codificante 3'. La eficacia
de los oligonucledtidos antisentido individuales se ensayara por modulacién del gen indicador. Los genes
indicadores Utiles en los métodos de la presente divulgacién incluyen acetohidroxiacido sintasa (AHAS), fosfatasa
alcalina (AP), beta-galactosidasa (LacZ), beta-glucuronidasa (GUS), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), proteina
verde fluorescente (GFP), proteina roja fluorescente (RFP), proteina amarilla fluorescente (YFP), proteina cian
fluorescente (CFP), peroxidasa de rabano picante (HRP), luciferasa (Luc), nopalina sintasa (NOS), octopina sintasa
(OCS), y derivados de los mismos. Estan disponibles multiples marcadores de seleccion que confieren resistencia a
ampicilina, bleomicina, cloranfenicol, gentamicina, higromicina, kanamicina, lincomicina, metotrexato, fosfinotricina,
puromicina y tetraciclina. Los métodos de determinacion de la modulacion de un gen indicador se conocen bien en la
técnica, e incluyen, pero sin limitacién, métodos fluorimétricos (por ejemplo, espectroscopia de fluorescencia,
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS), microscopia de fluorescencia), determinacion de la
resistencia a antibioticos.

La expresion de las proteinas COL1A1, COL1A2, COL7A1l y ARNm puede ensayarse usando métodos conocidos
por los expertos en la técnica y descritos en cualquier parte en el presente documento. Por ejemplo, pueden usarse
inmunoensayos tales como ELISA para medir niveles de proteina. Los anticuerpos de un gen de colageno para
ELISA estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en R&D Systems (Mineapolis, MN), Abcam, Cambridge, MA.

En aspectos, la expresion de COL1A1, COL1A2, COL7A1 (por ejemplo, ARNm o proteina) en una muestra (por
ejemplo, células o tejidos in vivo o in vitro) tratada usando un oligonucleétido antisentido de la divulgacion se evalla
comparando con la expresién de un gen de colageno en una muestra de control. Por ejemplo, la expresion de la
proteina o acido nucleico puede compararse usando métodos conocidos por los expertos en la técnica con aquella
en una muestra tratada con vector vacio o sin tratar. Como alternativa, la comparacion con una muestra tratada con
un oligonucleétido antisentido de control (por ejemplo, una que tiene una secuencia alterada o diferente) puede
hacerse dependiendo de la informacion deseada. En otro aspecto, una diferencia en la expresion de la proteina o
acido nucleico de un gen de colageno en una muestra tratada frente a una muestra sin tratar puede compararse con
la diferencia en la expresion de un acido nucleico diferente (incluyendo cualquier estandar considerado apropiado
por el investigador, por ejemplo, un gen de mantenimiento) en una muestra tratada frente a una muestra sin tratar.

Las diferencias observadas pueden expresarse segin se desee, por ejemplo, en forma de una relacién o fraccion,
para su uso en una comparacion con control. En aspectos, el nivel de ARNm de un gen de colageno o proteina, en
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una muestra tratada con un oligonucleétido antisentido de la presente divulgacion, disminuye o aumenta
aproximadamente 1,25 veces a aproximadamente 10 veces 0 mas con respecto a una muestra sin tratar o una
muestra tratada con un acido nucleico de control. En aspectos, el nivel de ARNm de un gen de colageno o proteina
aumenta o disminuye al menos aproximadamente 1,25 veces, al menos aproximadamente 1,3 veces, al menos
aproximadamente 1,4 veces, al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 1,6 veces, al
menos aproximadamente 1,7 veces, al menos aproximadamente 1,8 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al
menos aproximadamente 2,5 veces, al menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 3,5 veces, al
menos aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 4,5 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al
menos aproximadamente 5,5 veces, al menos aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 6,5 veces, al
menos aproximadamente 7 veces, al menos aproximadamente 7,5 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al
menos aproximadamente 8,5 veces, al menos aproximadamente 9 veces, al menos aproximadamente 9,5 veces, o
al menos aproximadamente 10 veces 0 mas.

Kits, reactivos de investigacion, productos de diagnéstico y productos terapéuticos

Los compuestos de la presente divulgacion pueden utilizarse para diagnostico, agentes terapéuticos y profilaxis, y
como reactivos de investigacion y componentes de kits. Ademas, los oligonucleétidos antisentido, que son capaces
de inhibir la expresién génica con exquisita especificidad, se usan frecuentemente por los expertos para aclarar la
funcioén de genes particulares o para distinguir entre funciones de diversos miembros de una via bioldgica.

Para su uso en kits y productos de diagnostico y en diversos sistemas biolégicos, los compuestos de la presente
divulgacion, tanto en solitario como en combinacién con otros compuestos o0 productos terapéuticos, son Utiles como
herramientas en analisis diferenciales y/o combinatorios para aclarar patrones de expresién de una porcion o del
complemento entero de genes expresados dentro de células y tejidos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sistema biologico” o "sistema" se define como cualquier
organismo, célula, cultivo celular o tejido que expresa, o se ha hecho competente para expresar productos de genes
de colageno. Estos incluyen, pero sin limitacion, seres humanos, animales transgénicos, células, cultivos celulares,
tejidos, xenoinjertos, trasplantes y combinaciones de los mismos.

Como un ejemplo no limitante, los patrones de expresion dentro de células o tejidos tratados con uno 0 mas
compuestos antisentido se comparan con células o tejidos de control no tratados con compuestos antisentido y los
patrones producidos se analizan para niveles diferenciales de expresion génica ya que estan relacionados, por
ejemplo, con asociacion de enfermedad, via de sefializacion, localizacion celular, nivel de expresion, tamario,
estructura o funciéon de los genes examinados. Estos andlisis pueden realizarse en células estimuladas o sin
estimular y en presencia o ausencia de otros compuestos que afectan los patrones de expresion.

Los ejemplos de métodos de analisis de la expresion génica conocidos en la técnica incluyen matrices o
micromatrices de ADN (Brazma y Vilo, (2000) FEBS Lett., 480, 17-24; Celis, et al., (2000) FEBS Lett., 480, 2-16),
SAGE (analisis en serie de la expresion génica) (Madden, et al., (2000) Drug Discov. Today, 5, 415- 425), READS
(amplificacién por enzima de restriccion de ADNc digeridos) (Prashar y Weissman, (1999) Methods Enzymol., 303,
258-72), TOGA (analisis de la expresion génica total) (Sutcliffe, et al., (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 1976-
81), matrices de proteinas y protedmica (Celis, et al., (2000) FEBS Lett., 480, 2-16; Jungblut, et al., Electrophoresis,
1999, 2100-10), secuenciacion de etiquetas de secuencia expresada (EST) (Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-
16; Larsson, et al., J. Biotechnol., 2000, 80, 143-57), huellas genémicas de ARN sustractivas (SURF) (Fuchs, et al.,
(2000) Anal. Biochem. 286, 91-98; Larson, et al., (2000) Cytometry 41, 203-208), clonacion sustractiva, expresion
diferencial (DD) (Jurecic y Belmont, (2000) Curr: Opin. Microbiol. 3, 316-21), hibridacion gendmica comparativa
(Carulli, et al., (1998) J. Cell Biochem. Suppl., 31, 286-96), técnicas de FISH (hibridacion in situ fluorescente) (Going
y Gusterson, (1999) Eur. J. Cancer, 35, 1895-904) y métodos de espectrometria de masas (To, Comb. (2000) Chem.
High Throughput Screen, 3, 235-41).

Los compuestos de la divulgacion son (tiles para investigacion y diagndstico, debido a que estos compuestos
hibridan con &cidos nucleicos que codifican un gen de colageno. Por ejemplo, los oligonucledtidos que hibridan con
tal eficiencia y bajo tales condiciones que se han desvelado en el presente documento por ser moduladores de un
gen de colageno eficaces son cebadores o sondas eficaces en condiciones que favorecen la amplificacién génica o
deteccidn, respectivamente. Estos cebadores y sondas son Utiles en métodos que requieren la deteccidn especifica
de moléculas de acidos nucleicos que codifican un gen de colageno y en la amplificacion de dichas moléculas de
acidos nucleicos para la deteccién o para su uso en estudios adicionales de un gen de colageno. La hibridacion de
los oligonucle6tidos antisentido, particularmente los cebadores y sondas, de la divulgacion con un acido nucleico que
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codifica un gen de colageno puede detectarse por medios conocidos en la técnica. Tales medios pueden incluir
conjugacion de una enzima con el oligonucleétido, radiomarcado del oligonucleétido, o cualquier otro medio de
deteccién adecuado. También pueden prepararse kits que usan tales medios de deteccion para detectar el nivel de
un gen de colageno en una muestra.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también se emplean por los expertos en la técnica para usos
terapéuticos. Se han empleado compuestos antisentido como restos terapéuticos en el tratamiento de patologias en
animales, incluyendo seres humanos. Los farmacos de oligonucleétido antisentido se han administrado con
seguridad y eficazmente a seres humanos y estan actualmente en marcha numerosos ensayos clinicos. Por lo tanto,
se establece que los compuestos antisentido pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden configurarse
para ser Utiles en pautas de tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales, especialmente seres
humanos.

Para productos terapéuticos, un animal, preferiblemente un ser humano, que se sospecha que tiene una enfermedad
o trastorno que puede tratarse modulando la expresién de un polinucleétido de un gen de colageno se trata
administrando compuestos antisentido de acuerdo con esta divulgacién. Por ejemplo, en un aspecto no limitante, los
métodos comprenden la etapa de administrar al animal que necesita el tratamiento una cantidad terapéuticamente
eficaz del modulador de un gen de colageno. Los moduladores de un gen de colageno de la presente divulgacion
modulan eficazmente la actividad de un gen de colageno, o modulan la expresion de una proteina de un gen de
colageno. En un aspecto, la actividad o expresion de un gen de coldgeno en un animal se inhibe en
aproximadamente el 10 % en comparacion con un control. Preferiblemente, la actividad o expresion de un gen de
colageno en un animal se inhibe en aproximadamente el 30 %. Més preferiblemente, la actividad o expresion de un
gen de colageno en un animal se inhibe al 50 % o mas. Por lo tanto, los compuestos oligoméricos modulan la
expresion del ARNm de un gen de colageno en al menos el 10 %, al menos el 50 %, al menos el 25 %, al menos el
30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %,
al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, o el 100 % en
comparacion con un control.

En un aspecto, la actividad o expresién de un gen de coldgeno y/o en un animal se eleva aproximadamente en un 10
% en comparacion con un control. Preferiblemente, la actividad o expresion de un gen de colageno en un animal se
eleva en aproximadamente el 30 %. Mas preferiblemente, la actividad o expresién de un gen de colageno en un
animal se eleva al 50 % o mas. Por lo tanto, los compuestos oligoméricos modulan la expresion del ARNm de un gen
de colageno en al menos el 10 %, al menos el 50 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al
menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al
menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, o el 100 % en comparacion con un control.

Por ejemplo, la reduccién de la expresion de un gen de colageno puede medirse en suero, sangre, tejido adiposo,
higado o cualquier otro fluido corporal, tejido u 6rgano del animal. Preferiblemente, las células contenidas dentro de
dichos fluidos, tejidos u 6rganos que se analizan contienen una molécula de &cido nucleico que codifica péptidos de
un gen de colageno y/o la propia proteina de un gen de colageno.

Los compuestos de la divulgacién pueden utilizarse en composiciones farmacéuticas afiadiendo una cantidad eficaz
de un compuesto a un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado. El uso de los compuestos y
métodos de la divulgacion también puede ser util profilacticamente.

Conjugados: Otra modificacion de los oligonucleétidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al
oligonucleétido uno o mas restos o conjugados que potencian la actividad, distribucién celular o captacion celular del
oligonucleétido. Estos restos o conjugados pueden incluir grupos conjugados covalentemente unidos a grupos
funcionales tales como grupos hidroxilo primarios 0 secundarios. Los grupos conjugados de la divulgacion incluyen
intercaladores, moléculas indicadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que potencian las
propiedades farmacodindmicas de oligémeros, y grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas de
oligbmeros. Los grupos conjugados tipicos incluyen colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato,
fenantridina, antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Los grupos que potencian las
propiedades farmacodinamicas, en el contexto de la presente divulgacion, incluyen grupos que mejoran la captacion,
potencian la resistencia a la degradacion y/o fortalecen la hibridacion especifica de secuencia con el acido nucleico
diana. Los grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de la presente divulgacion,
incluyen grupos que mejoran la captacion, distribucion, metabolismo o eliminacién de los compuestos de la presente
divulgacion. Los grupos de conjugados representativos se desvelan en la solicitud de patente internacional n.°
PCT/US92/09196, presentada el 23 de octubre de 1992, y la Pat. de Estados Unidos n.° 6.287.860. Los restos de
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conjugados incluyen, pero sin limitacion, restos de lipidos tales como un resto colesterol, acido cdlico, un tioéter, por
ejemplo, hexil-5-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o undecilo, un
fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicerol-3-H-fosfonato de trietilamonio, una
poliamina o una cadena de polietilenglicol, o acido adamantanoacético, un resto palmitilo, o un resto octadecilamina
o hexilamino-carbonil-oxicolesterol. Los oligonucleétidos de la divulgacién también pueden conjugarse con principios
activos, por ejemplo, aspirina, warfarina, fenilbutazona, ibuprofeno, suprofeno, fenbufeno, ketoprofeno, (S)-(+)-
pranoprofeno, carprofeno, dansilsarcosina, acido 2,3,5-triyodobenzoico, acido flufenamico, acido folinico, una
benzotiadiazida, clorotiazida, una diazepina, indometacina, un barbitdrico, una cefalosporina, un farmaco sulfa, un
antidiabético, un antibacteriano o un antibidtico.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de tales conjugados de
oligonucleétidos incluyen, pero sin limitacion, las Pat. de Estados Unidos n.° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105;
5.525.465; 5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717, 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802;
5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779;
4.789.737; 4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830;
5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241.
5.391.723; 5.416.203. 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481;
5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941.

Formulaciones: Los compuestos de la divulgacién también pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse
de otro modo a otras moléculas, estructuras de molécula o mezclas de compuestos, como, por ejemplo, liposomas,
moléculas dirigidas a receptor, formulaciones orales, rectales, tOpica u otras, para ayudar en la captacion,
distribucion y/o absorcion. Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de tales
formulaciones que facilitan la captacion, distribucién y/o absorcién incluyen, pero sin limitacion, las Pat. de Estados
Unidos n.° 5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127; 5.521.291; 5.543.165; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721;
4.426.330; 4.534.899; 5.013.556; 5.108.921; 5.213.804; 5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016;
5.417.978; 5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528; 5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575; y 5.595.756.

Aungue los oligonucleétidos antisentido no necesitan administrarse en el contexto de un vector con el fin de modular
una expresion y/o funcién de diana, los aspectos de la divulgacion se refieren a construcciones de vector de
expresion para la expresion de oligonucleétidos antisentido, que comprende promotores, secuencias de genes
promotores hibridos y poseen una fuerte actividad constitutiva promotora, o una actividad de promotor que puede
inducirse en el caso deseado.

En un aspecto, la practica de la divulgacién implica administrar al menos uno de los oligonucle6tidos antisentido
anteriores con un sistema de administracion de acidos nucleicos adecuado. En un aspecto, ese sistema incluye un
vector no viral operativamente ligado al polinucleétido. Los ejemplos de tales vectores no virales incluyen el
oligonucleétido en solitario (por ejemplo, una cualquiera o mas de SEQ ID NO: 10 a 29) o en combinacién con una
formulacién de proteina, polisacarido o lipido adecuada.

Los sistemas de administracion de acidos nucleicos adecuados adicionales incluyen vector viral, normalmente una
secuencia de al menos uno de un adenovirus, virus asociado a adenovirus (AAV), adenovirus dependiente de
cooperador, retrovirus, o complejo de virus hemaglutinante de liposoma de Japén (HVJ). Preferiblemente, el vector
viral comprende un promotor de eucariota fuerte operativamente enlazado al polinucleétido, por ejemplo, un
promotor de citomegalovirus (CMV).

Los vectores preferidos adicionales incluyen vectores virales, proteinas de fusion y conjugados quimicos. Los
vectores retrovirales incluyen virus de la leucemia murina de Moloney y virus basados en el VIH. Un vector viral
basado en el VIH preferido comprende al menos dos vectores donde los genes gag y pol son de un genoma del VIH
y el gen env es de otro virus. Se prefieren vectores virales de ADN. Estos vectores incluyen vectores de pox tales
como vectores de ortopox o0 avipox, vectores del virus del herpes tales como un vector del virus del herpes simple |
(HSV), vectores de adenovirus y vectores de virus adeno-asociados.

Los compuestos antisentido de la divulgacién incluyen cualquier sal farmacéuticamente aceptable, éster o sal de
tales ésteres, o cualquier otro compuesto que, tras la administracién a un animal, incluyendo un ser humano, es
capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o residuo del mismo.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a sales fisiologicamente y farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de la divulgacion: es decir, sales que conservan la actividad bioldgica deseada del
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compuesto precursor y no confieren efectos toxicolégicos no deseados al mismo. Para los oligonucleétidos, los
ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados
Unidos n.° 6.287.860.

La presente divulgaciéon también incluye composiciones farmacéuticas y formulaciones que incluyen los compuestos
antisentido de la divulgacion. Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacién pueden administrarse en
varias formas que dependen de si se desea tratamiento local o sistémico y del area que va a tratarse. La
administracion puede ser topica (incluyendo oftdlmica y a membranas mucosas que incluyen administracion vaginal
y rectal), pulmonar, por ejemplo, por inhalacién o insuflaciéon de polvos o aerosoles, incluyendo por nebulizador;
intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica), oral o parenteral. La administraciéon parenteral incluye inyeccién
o infusién intravenosa, intrarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administracion intracraneal, por
ejemplo, intratecal o intraventricular.

Para tratar tejidos en el sistema nervioso central, la administracién puede hacerse por, por ejemplo, inyeccion o
infusién en el liquido cefalorraquideo. La administracion de ARN antisentido en liquido cefalorraquideo se describe,
por ejemplo, en la Pub. de Sol. de Pat. de Estados Unidos n.° 2007/0117772, "Methods for slowing familial ALS
disease progression".

Si se pretende que el oligonucleétido antisentido de la presente divulgacion se administre a células en el sistema
nervioso central, la administracion puede ser con uno o mas agentes capaces de promover la penetracion del
oligonucledtido antisentido objeto a través de la barrera hematoencefélica. La inyeccién puede hacerse, por ejemplo,
en la corteza entorrinal o el hipocampo. La administracion de factores neurotréficos por administracion de un vector
de adenovirus a neuronas motoras en tejido muscular se describe, por ejemplo, en la Pat. de Estados Unidos n.°
6.632.427, "Adenoviral-vector-mediated gene transfer into medullary motor neurons”. La administracién de vectores
directamente al cerebro, por ejemplo, el estriado, el tAlamo, el hipocampo, o la sustancia negra, se conoce en la
técnica y se describe, por ejemplo, en la Pat. de Estados Unidos n.° 6.756.523, "Adenovirus vectors for the transfer
of foreign genes into cells of the central nervous system particularly in brain". La administracion puede ser rapida
como mediante inyeccién o hacerse durante un periodo de tiempo como por infusion o administracion lenta de
formulaciones de liberacion lenta.

Los oligonucledtidos antisentido objeto también puede enlazarse o conjugarse con agentes que proporcionan
propiedades farmacéuticas o farmacodinamicas deseables. Por ejemplo, el oligonucledtido antisentido puede
acoplarse a cualquier sustancia, conocida en la técnica para promover la penetracion o transporte a través de la
barrera hematoencefalica, tal como un anticuerpo para el receptor de transferrina, y administrarse mediante
inyeccion intravenosa. El compuesto antisentido puede enlazarse con un vector viral, por ejemplo, que hace al
compuesto antisentido mas eficaz y/o aumenta el transporte del compuesto antisentido a través de la barrera
hematoencefalica. La rotura osmética de la barrera hematoencefalica también puede realizarse, por ejemplo, por
infusién de azlcares incluyendo, pero sin limitacién, mesoeritritol, xilitol, D(+) galactosa, D(+) lactosa, D(+) xilosa,
dulcitol, mio-inositol, L(-) fructosa, D(-) manitol, D(+) glucosa, D(+) arabinosa, D(-) arabinosa, celobiosa, D(+)
maltosa, D(+) rafinosa, L(+) ramnosa, D(+) melibiosa, D(-) ribosa, adonitol, D(+) arabitol, L(-) arabitol, D(+) fucosa,
L(-) fucosa, D(-) lixosa, L(+) lixosa y L(-) lixosa, o amino&cidos que incluyen, pero sin limitacion, glutamina, lisina,
arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glicina, histidina, leucina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, tirosina, valina y taurina. Los métodos y materiales para potenciar la penetracion de la
barrera hematoencefélica se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos n.° 4.866.042, "Method for
the delivery of genetic material across the blood brain barrier”, 6.294.520, "Material for passage through the blood-
brain barrier", y 6.936.589, "Parenteral delivery systems".

Los compuestos antisentido objeto pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse de otro modo a otras
moléculas, estructuras de molécula o mezclas de compuestos, por ejemplo, liposomas, moléculas dirigidas a
receptor, formulaciones orales, rectales, tépica u otras, para facilitar la captacion, distribucion y/o absorcion. Por
ejemplo, pueden incluirse lipidos catiénicos en la formulacién para facilitar la captacion de oligonucleétidos. Se
mostré que una composicién de este tipo que facilita la captacion es LIPOFECTIN (disponible en GIBCO-BRL,
Bethesda, MD).

Se cree que los oligonucledétidos con al menos una modificacion de 2'-O-metoxietilo son particularmente (tiles para
administraciéon por via oral. Las composiciones farmacéuticas y formulaciones para administracion topica pueden
incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, pulverizadores, liquidos y
polvos. Pueden ser necesarios 0 deseables vehiculos farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo u
oleosas, espesantes y similares. También pueden ser (tiles preservativos recubiertos, guantes y similares.
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Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion, que pueden presentarse convenientemente en forma de
dosificacién unitaria, pueden prepararse segun técnicas convencionales muy conocidas en la industria farmacéutica.
Tales técnicas incluyen la etapa de poner en asociacion los principios activos con el vehiculo o vehiculos
farmacéuticos o uno o mas excipientes. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacion uniforme
e intimamente los principios activos con vehiculos liquidos o vehiculos soélidos finamente divididos, o ambos, y
después, si fuera necesario, moldeando el producto.

Las composiciones de la presente divulgacién pueden formularse en cualquiera de muchas formas de dosificacion
posibles tales como, pero sin limitacion, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles blandos,
supositorios y enemas. Las composiciones de la presente divulgacion también pueden formularse como
suspensiones en medios acuosos, NO acuosos O mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener
adicionalmente sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension incluyendo, por ejemplo,
carboximetilcelulosa sddica, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener estabilizadores.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen, pero sin limitacion, soluciones, emulsiones,
espumas y formulaciones que contienen liposomas. Las composiciones farmacéuticas y formulaciones de la
presente divulgacion pueden comprender uno o mas potenciadores de la penetracion, vehiculos, excipientes u otros
principios activos o inactivos.

Las emulsiones normalmente son sistemas heterogéneos de un liquido dispersado en otro en forma de gotitas que
normalmente superan 0,1 um de didmetro. Las emulsiones pueden contener componentes adicionales, ademas de
las fases dispersas, y el fArmaco activo que puede estar presente como una disoluciéon en la fase acuosa, fase
oleosa o por si mismo como una fase separada. Las microemulsiones estan incluidas como un aspecto de la
presente divulgacion. Las emulsiones y sus usos se conocen bien en la técnica y se describen adicionalmente en la
Pat. de Estados Unidos n.° 6.287.860.

Las formulaciones de la presente divulgacion incluyen formulaciones liposomales. Como se usa en la presente
divulgacion, el término "liposoma" significa una vesicula compuesta de lipidos anfilicos dispuestos en una bicapa o
bicapas esféricas. Los liposomas son vesiculas unilaminares o multilaminares que tienen una membrana formada de
un material lipéfilo y un interior acuoso que contiene la composicion que va a administrarse. Los liposomas
catibnicos son liposomas positivamente cargados que se cree que interaccionan con moléculas de ADN
negativamente cargadas para formar un complejo estable. Se cree que los liposomas que son sensibles al pH o
estan cargados negativamente atrapan el ADN en vez de complejarse con él. Se han usado tanto liposomas
catidnicos como no catiénicos para administrar ADN a células.

Los liposomas también incluyen liposomas "estéricamente estabilizados", una expresién que, como se usa en el
presente documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados. Cuando se
incorporan en liposomas, estos lipidos especializados producen liposomas con vidas mejoradas con respecto a los
liposomas que carecen de tales lipidos especializados. Los ejemplos de liposomas estéricamente estabilizados son
aquellos en los que parte de la porcion de lipido que forma la vesicula del liposoma comprende uno o mas
glicolipidos o se derivatiza con uno 0 mas polimeros hidréfilos, tales como un resto de polietilenglicol (PEG). Los
liposomas y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos n.° 6.287.860.

Las formulaciones farmacéuticas y composiciones de la presente divulgacion también pueden incluir tensioactivos.
El uso de tensioactivos en medicamentos, formulaciones y en emulsiones es muy conocido en la técnica. Los
tensioactivos y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos n.° 6.287.860.

En un aspecto, la presente divulgacion emplea diversos potenciadores de la penetracion para efectuar la eficaz
administracion de acidos nucleicos, particularmente oligonucleétidos. Ademas de ayudar en la difusion de farmacos
no lipdfilos a través de membranas celulares, los potenciadores de la penetracion también potencian la
permeabilidad de farmacos lipdfilos. Los potenciadores de la penetracion pueden clasificarse como pertenecientes a
una de cinco amplias categorias, es decir, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y no
tensioactivos no quelantes. Los potenciadores de la penetraciéon y sus usos se describen adicionalmente en la Pat.
de Estados Unidos n.° 6.287.860.

Un experto en la técnica reconocera que las formulaciones se disefian rutinariamente segin su uso previsto, es
decir, via de administracion.

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 620 960 T3

Las formulaciones para administracion tépica incluyen aquellas en las que los oligonucledtidos de la divulgacion
estan en mezcla con un agente de administracion topica tal como lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de
acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos. Los lipidos y liposomas incluyen neutros (por ejemplo,
dioleoil-fosfatidiletanolamina DOPE, dimiristoilfosfatidilcolina DMPC, diestearoilfosfatidilcolina) negativos (por
ejemplo, dimiristoilfosfatidilglicerol DMPG) y catidnicos (por ejemplo, dioleoiltetrametilaminopropilo DOTAP y dioleoil-
fosfatidiletanolamina DOTMA).

Para administracion tépica u otra, los oligonucleétidos de la divulgacion pueden encapsularse dentro de liposomas o
pueden formar complejos con los mismos, en particular con liposomas catiénicos. Como alternativa, los
oligonucleétidos pueden estar complejados con lipidos, en particular con lipidos catiénicos. Acidos grasos y ésteres
preferidos, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, y sus usos se describen adicionalmente en la Pat.
de Estados Unidos n.° 6.287.860.

Las composiciones y formulaciones para administracion por via oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, sobres,
comprimidos o minicomprimidos. Pueden ser deseables espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes,
adyuvantes de dispersién o aglutinantes. Las formulaciones orales son aquellas en las que los oligonucleétidos de la
divulgacion se administran conjuntamente con uno o mas potenciadores de la penetracion, tensioactivos y quelantes.
Los tensioactivos incluyen acidos grasos y/o ésteres o sales de los mismos, acidos biliares y/o sales de los mismos.
Los &cidos biliares/sales y acidos grasos y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos n.°
6.287.860. También son combinaciones de potenciadores de la penetracion, por ejemplo, acidos grasos/sales en
combinacién con &cidos biliares/sales. Una combinacion particular es la sal de sodio de acido laurico, &cido céprico y
UDCA. Los potenciadores de la penetracion adicionales incluyen éter polioxietilen-9-laurilico, éter polioxietilen-20-
cetilico. Los oligonucledtidos de la divulgacion pueden administrarse por via oral, en forma granulada que incluye
particulas secadas por pulverizacion, o complejados para formar micro 0 nanoparticulas. Los agentes de
complejantes de oligonucledtidos y sus usos se describen adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos n.°
6.287.860.

Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral, intratecal o intraventricular pueden incluir
soluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales
como, pero sin limitacion, potenciadores de la penetracién, compuestos portadores y otros vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Ciertos aspectos de la divulgacion proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen uno 0 mas compuestos
oligoméricos y uno 0 mas agentes quimioterapéuticos diferentes que funcionan por un mecanismo no antisentido.
Los ejemplos de tales agentes quimioterapéuticos incluyen, pero sin limitacién, farmacos quimioterapéuticos para el
cancer tales como daunorrubicina, daunomicina, dactinomicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina,
esorrubicina, bleomicina, mafosfamida, ifosfamida, citosina arabindsido, biscloroetil-nitrosurea, busulfano, mitomicina
C, actinomicina D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona, testosterona, tamoxifeno, dacarbazina,
procarbazina, hexametilmelamina, pentametilmelamina, mitoxantrona, amsacrina, clorambucilo,
metilciclohexilnitrosurea, mostazas de nitrégeno, melfalan, ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina,
citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea, desoxicoformicina, 4-hidroxiperoxiciclo-fosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-
fluorodesoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina, taxol, vincristina, vinblastina, etoposido (VP-16),
trimetrexato, irinotecén, topotecan, gemcitabina, tenipdsido, cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Cuando se usan con
los compuestos de la divulgacion, tales agentes quimioterapéuticos pueden usarse individualmente (por ejemplo, 5-
FU y oligonucleétido), secuencialmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucleétido durante un periodo de tiempo seguido
de MTX vy oligonucleétido), o en combinacién con uno o varios de otros de tales agentes quimioterapéuticos (por
ejemplo, 5-FU, MTX vy oligonucledétido, o 5-FU, radioterapia y oligonucleétido). Los farmacos antiinflamatorios, que
incluyen, pero sin limitacion, farmacos antiinflamatorios no esteroideos y corticosteroides, y farmacos antivirales, que
incluyen, pero sin limitacién, ribivirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir, también pueden combinarse en
composiciones de la divulgacion. Las combinaciones de compuestos antisentido y otros farmacos no antisentido
también estan dentro del alcance de la presente divulgacion. Pueden usarse dos o mas compuestos combinados
juntos o secuencialmente.

En otro aspecto relacionado, las composiciones de la divulgacién pueden contener uno 0 mas compuestos
antisentido, particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer &cido nucleico y uno o mas compuestos
antisentido adicionales dirigidos a un segundo acido nucleico diana. Por ejemplo, la primera diana puede ser una
secuencia antisentido particular de un gen de colageno, y la segunda diana puede ser una region de otra secuencia
de nucledtidos. Como alternativa, las composiciones de la divulgacién pueden contener dos o mas compuestos
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antisentido dirigidos a diferentes regiones de la misma diana de acido nucleico de un gen de colageno. Se ilustran
numerosos ejemplos de compuestos antisentido en el presente documento y otros pueden seleccionarse de entre
compuestos adecuados conocidos en la técnica. Pueden usarse dos o mas compuestos combinados juntos o
secuencialmente.

Dosificacion:

Se cree que la formulacién de composiciones terapéuticas y su posterior administracion (dosificacion) estan dentro
de la experiencia de los expertos en la técnica. La dosificacién depende de la gravedad y sensibilidad de la patologia
que va a tratarse, durando el ciclo de tratamiento de varios dias a varios meses, 0 hasta que se efectle una cura o
se logre una disminucién de la patologia. Pueden calcularse programas de dosificacion 6ptimos a partir de
mediciones de acumulaciéon de farmaco en el cuerpo del paciente. Los expertos pueden determinar facilmente
dosificaciones 6ptimas, metodologias de dosificacion y tasas de repeticion. Las dosificaciones 6ptimas pueden variar
dependiendo de la potencia relativa de oligonucleétidos individuales, y generalmente pueden estimarse basandose
en las CE50 que se encuentra que son eficaces en modelos animales in vitro e in vivo. En general, la dosificacién es
de 0,01 pg a 100 g por kg de peso corporal, y puede administrarse una vez o mas diariamente, semanalmente,
mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 afios. Los expertos en la técnica pueden estimar
facilmente tasas de repeticion para la dosificacion basandose en tiempos de residencia medidos y concentraciones
del farmaco en los fluidos o tejidos corporales. Tras el tratamiento satisfactorio, puede desearse que el paciente
reciba terapia de mantenimiento para prevenir la reaparicion de la patologia, donde el oligonucleétido se administra
en dosis de mantenimiento, que oscilan de 0,01 pug a 100 g por kg de peso corporal, una vez o mas diariamente, a
una vez cada 20 afios.

En aspectos, un paciente se trata con una dosificacion de farmaco que es al menos aproximadamente 1, al menos
aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al
menos aproximadamente 6, al menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos
aproximadamente 9, al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20,
al menos aproximadamente 25, al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente 35, al menos
aproximadamente 40, al menos aproximadamente 45, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente
60, al menos aproximadamente 70, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 90, o al menos
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Ciertas dosificaciones inyectadas de oligonucleétidos antisentido se
describen, por ejemplo, en la Pat. de Estados Unidos n.° 7.563.884, "Antisense modulation of PTP1B expression".

Aunqgue se han descrito anteriormente diversos aspectos de la presente divulgacién, debe entenderse que se han
presentado Unicamente a modo de ejemplo, y no de limitacién. Pueden hacerse numerosos cambios a los aspectos
descritos de acuerdo con la divulgacién en el presente documento sin apartarse del espiritu o alcance de la
divulgacion. Por lo tanto, la amplitud y alcance de la presente divulgacién no debe limitarse por ninguno de los
aspectos que se han descrito anteriormente.

Por la mencion de diversas referencias en este documento, los Solicitantes no admiten que ninguna referencia
particular sea "técnica anterior" a su invencion. Las realizaciones de las composiciones y métodos inventivos se
ilustran en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos no limitantes sirven para ilustrar realizaciones seleccionadas de la invencion. Se apreciara
gue seran evidentes variaciones en proporciones y alternativas en elementos de los componentes mostrados para
los expertos en la técnica y estan dentro del alcance de aspectos de la presente divulgacion.

Ejemplo 1: Disefio de oligonucledtidos antisentido especificos para una molécula de acido nucleico antisentido a un
gen de colageno y/o una hebra sentido de un polinucleétido de un gen de colageno

Como se ha indicado anteriormente la expresién "oligonucleétido especifico para” u "dianas de oligonucle6tido” se
refiere a un oligonucledétido que tiene una secuencia (i) capaz de formar un complejo estable con una porcion del gen
elegido como diana, o (ii) capaz de formar un duplex estable con una porcion de un transcrito de ARNm del gen
elegido como diana.

La seleccion de oligonucledtidos apropiados se facilita usando programas informaticos que alinean automaticamente
secuencias de &cidos nucleicos e indican regiones de identidad u homologia. Tales programas se usan para

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 620 960 T3

comparar secuencias de acidos nucleicos obtenidas, por ejemplo, buscando en bases de datos tales como GenBank
0 secuenciando productos de PCR. La comparacion de secuencias de acidos nucleicos de un intervalo de especies
permite la seleccidon de secuencias de acidos nucleicos que muestran un grado de identidad apropiado entre
especies. En el caso de genes que no se han secuenciado, se realizan Southern blots para permitir una
determinacién del grado de identidad entre genes en especies diana y otras especies. Realizando Southern blots a
grados de rigurosidad variables, como se sabe bien en la técnica, es posible obtener una medida aproximada de la
identidad. Estos procedimientos permiten la seleccion de oligonucledtidos que presentan un alto grado de
complementariedad con secuencias de acidos nucleicos diana en un sujeto que va a controlarse y un menor grado
de complementariedad con secuencias de acidos nucleicos correspondientes en otras especies. Un experto en la
técnica se dara cuenta de que hay libertad considerable en la seleccion de regiones apropiadas de genes para su
uso en la presente invencion.

Un compuesto antisentido es "especificamente hibridable" cuando la unién del compuesto al acido nucleico diana
interfiere con la funcién normal del &cido nucleico diana para producir una modulacién de la funcién y/o actividad, y
hay un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del compuesto antisentido a
secuencias de &cidos nucleicos 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 condiciones en las que se
realizan los ensayos en el caso de ensayos in vitro.

Las propiedades de hibridacion de los oligonucleétidos descritos en el presente documento pueden determinarse por
uno 0 MAas ensayos in vitro como se conoce en la técnica. Por ejemplo, las propiedades de los oligonucleétidos
descritos en el presente documento pueden obtenerse por determinacion de la intensidad de unién entre el
antisentido natural diana y una posible molécula de farmaco usando el ensayo de la curva de fusién.

La intensidad de union entre el antisentido natural diana y una posible molécula de farmaco (molécula) puede
estimarse usando cualquiera de los métodos establecidos de medicion de la intensidad de interacciones
intermoleculares, por ejemplo, un ensayo de la curva de fusion.

El ensayo de la curva de fusion determina la temperatura a la que se produce una rapida transicion de conformacion
bicatenaria a monocatenaria para el complejo de antisentido natural/molécula. Esta temperatura es ampliamente
aceptada como una medida fiable de la intensidad de interaccion entre las dos moléculas.

Puede realizarse un ensayo de la curva de fusiéon usando una copia de ADNc de la molécula de ARN antisentido
natural real o un nucleétido de ADN o ARN sintético correspondiente al sitio de unién de la molécula. Estan
disponibles multiples kits que contienen todos los reactivos necesarios para realizar este ensayo (por ejemplo, kit
MeltDoctor de Applied Biosystems Inc.). Estos kits incluyen una solucion de tampon adecuada que contiene uno de
los colorantes de unién a ADN bicatenario (dsADN) (tales como los colorantes ABI HRM, SYBR Green, SYTO, etc.).
Las propiedades de los colorantes de dsADN son tales que casi no emiten fluorescencia en forma libre, pero son
altamente fluorescentes cuando se unen a dsADN.

Para realizar el ensayo, el ADNc o un oligonucleétido correspondiente se mezclan con la molécula en
concentraciones definidas por los protocolos del fabricante particulares. La mezcla se calienta a 95 °C para disociar
todos los complejos de dsADN previamente formados, luego se enfria lentamente a temperatura ambiente u otra
temperatura menor definida por el fabricante del kit para permitir que se hibriden las moléculas de ADN. Después,
los complejos recientemente formados se calientan lentamente a 95 °C con recogida de datos continua simultanea
sobre la cantidad de fluorescencia que se produce por la reaccién. La intensidad de fluorescencia es inversamente
proporcional a las cantidades de dsADN presentes en la reaccidon. Los datos pueden recogerse usando un
instrumento de PCR en tiempo real compatible con el kit (por ejemplo, sistema de PCR en tiempo real StepOne Plus
de ABI o el instrumento LightTyper, Roche Diagnostics, Lewes, Reino Unido).

Los picos de fusién se construyen representando la derivada negativa de la fluorescencia con respecto a la
temperatura (-d(Fluorescencia)/dT) sobre el eje y) contra la temperatura (eje x) usando software apropiado (por
ejemplo, LightTyper (Roche) o SDS Dissociation Curve, ABI). Los datos se analizan para identificar la temperatura
de la rapida transicién del complejo de dsADN a moléculas monocatenarias. Esta temperatura se llama Tm y es
directamente proporcional a la intensidad de la interaccion entre las dos moléculas. Normalmente, la Tm excedera
de 40 °C.

Ejemplo 2: Modulacion de un polinucleétido de un gen de colageno
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Tratamiento de células HepG2 con oligonucleétidos antisentido

Se cultivaron células HepG2 de ATCC (cat. n.° HB-8065) en medio de crecimiento (MEM/EBSS (Hyclone, cat. n.°
SH30024 o Mediatech, cat. n.° MT-10-010-CV) + FBS al 10 % (Mediatech, cat. n.° MT35-011-CV) +
penicilina/estreptomicina (Mediatech, cat. n.° MT30-002-Cl)) a 37 °C y CO2 al 5 %. Un dia antes del experimento, las
células volvieron a sembrarse a la densidad de 1,5 x 105/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37 °C y CO2 al
5 %. El dia del experimento, el medio en las placas de 6 pocillos se cambié a medio de crecimiento nuevo. Todos los
oligonucledtidos antisentido se diluyeron a la concentracion de 20 uM. Se incubaron dos pl de esta solucion con 400
ul de medio Opti-MEM (Gibco, cat. n.° 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, cat. n.° 11668019) a
temperatura ambiente durante 20 min y se aplicé a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con células HepG2. Se
us6 una mezcla similar que incluia 2 pl de agua en lugar de la solucion de oligonucleétido para los controles
transfectados con vector vacio. Después de 3-18 h de incubacion a 37 °C y CO2 al 5 %, el medio se cambié a medio
de crecimiento nuevo. 48 h después de la adicion de oligonuclettidos antisentido, el medio se elimind y se extrajo
ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (cat. n.° Z3105) o el kit de
aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (cat. n.° 74181) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afiadieron
600 ng de ARN a la reaccion de transcripcion inversa realizada usando el kit de ADNc Verso de Thermo Scientific
(cat. n.° AB1453B) o el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (cat. n.° 4368813) como se describe en el
protocolo del fabricante. EI ADNc de esta reaccion de transcripcién inversa se us6 para monitorizar la expresion
génica por PCR en tiempo real usando mezcla de expresion génica Tagman de ABI (cat. n.° 4369510) y
cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayo de expresién génica Tagman de Applied Biosystems:
Hs00164004_m1, Hs00164310_m1, por Applied Biosystems Inc., Foster City CA). Se us6 el siguiente ciclo de PCR:
50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando el
ciclador térmico Mx4000 (Stratagene).

Se calculd el cambio en veces en la expresiéon génica después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
basandose en la diferencia en valores de dCt normalizados con 18S entre muestras tratadas y transfectadas con
vector vacio.

Resultados

Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles del ARNm de Collal en las células HepG2 se
aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con uno de los oligos disefiados para Collal antisentido
DW440457 (Fig. 1).

Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de Col7al en las células HepG2 se
aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con dos de los oligos disefiados para Col7al como
bel42537 y bg998538 (Fig. 4).

Tratamiento de células HUVEC con oligonucledtidos antisentido

Las células HUVEC de la ATCC (Promo Cell cat. n.° C-12253) se cultivaron en medio de crecimiento epitelial (Promo
Cell cat n.° C-22010) a 37 °C y CO2 al 5 %. Un dia antes del experimento, las células volvieron a sembrarse usando
el kit Promo Cell Detach (cat n.° C-41200) a la densidad de 1,5 x 10°5/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37
°C y CO2 al 5 %. El dia del experimento, el medio en las placas de 6 pocillos se cambié a medio de crecimiento
epitelial nuevo. Todos los oligonucle6tidos antisentido se diluyeron a la concentracion de 20 uM. Se incubaron dos pl
de esta solucion con 400 pl de medio Opti-MEM (Gibco, cat. n.° 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
cat. n.° 11668019) a temperatura ambiente durante 20 min y se aplic6é a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con
células HUVEC. Se us6 una mezcla similar que incluia 2 ul de agua en lugar de la solucion de oligonucleétido para
los controles transfectados con vector vacio. Después de 3-18 h de incubacién a 37 °C y CO2 al 5 %, el medio se
cambié a medio de crecimiento nuevo. 48 h después de la adicion de oligonucleétidos antisentido, el medio se
elimin6 y se extrajo ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (cat. n.°
Z3105) o el kit de aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (cat. n.° 74181) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se afiadieron 600 ng de ARN a la reaccion de transcripcion inversa realizada usando el kit de ADNc
Verso de Thermo Scientific (cat. n.° AB1453B) como se describe en el protocolo del fabricante. EI ADNc de esta
reaccion de transcripcion inversa se us6 para monitorizar la expresion génica por PCR en tiempo real usando mezcla
de expresion génica Tagman de ABI (cat. n.° 4369510) y cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayos de
expresion génica Tagman de Applied Biosystems: Hs01028970_m1 y Hs00164310_m1, por Applied Biosystems Inc.,
Foster City CA). Se uso el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C
durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando la maquina de PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied
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Biosystems Inc.) o un ciclador térmico Mx4000 (Stratagene).

Se calculd el cambio en veces en la expresiéon génica después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
basandose en la diferencia en valores de dCt normalizados con 18S entre muestras tratadas y transfectadas con
vector vacio.

Resultados:

Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles del ARNm de Colla2 en las células HUVEC se
aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con uno de los oligos disefiados para Colla2 antisentido
Hs.571263 (Fig. 2).

Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de Col7al en las células HUVEC se
aumentan significativamente 48 h después de tratamiento con uno de los siRNA disefiados para Col7al como
CV425857 (CV425857.1_1, CV425857.1_2), y un siRNA para BU615800.1 (U615800.1_1) (Fig. 3).

Ademas, aunque puede haberse desvelado una caracteristica particular de la invencién con respecto Unicamente a
una de varias implementaciones, dicha caracteristica puede combinarse con una o mas caracteristicas diferentes de
otras implementaciones segun pueda desearse y sea ventajoso para cualquier aplicacion determinada o particular.

El Resumen de la divulgacion permitira al lector determinar rapidamente la naturaleza de la divulgacion técnica. Se
presenta con el entendimiento de que no se usara para interpretar ni limitar el alcance o significado de las siguientes
reivindicaciones.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> CuRNA, Inc.

<120> TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES RELACIONADAS CON UN GEN DE COLAGENO MEDIANTE LA
INHIBICION DE UN TRANSCRITO ANTISENTIDO NATURAL A UN GEN DE COLAGENO

<130> P38232EP-PCT

<140> EP10790092.0
<141> 16-06-2010

<150> US 61/187.384
<151> 16-06-2009

<150> US 61/286.939
<151> 16-12-2009

<150> US 61/286.965
<151> 16-12-2009

<160> 33

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 5927

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<300>

<308> NM_000088.3
<309> 06-06-2010
<313> (1)..(5927)
<400> 1
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tcgtecggage
gccacgcatg
ctagacatgt
ctgacgcacg
acctgcgtac
cggatctgeg
aagaactgcc
tcagagtcac
cceccgaggcec
ggacttcceg
tttgctccce
ggccccatgg
caaggcttcc

ccccgaggte

agacgggagt
agcggacgct
tcagctttgt
gccaagagga
agaacggcct
tctgcgacaa
ccggegecga
ccaccgacca
caaggggacc
gacccccecgg
agctgtctta
gtcectetgg
aaggtcccce

ccccaggtee
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ttctectegg
aaccccctee
ggacctcegg
aggccaagtc
caggtaccat
cggcaaggtg
agtccccgag
agaaaccacc
cgcaggcccce
accccccgga
tggctatgat
tcctegtggt
tggtgagecct

ccctggaaag

ggtcggagca
ccagccacaa
ctcectgetece
gagggccaag
gaccgagacg
ttgtgcgatg
ggcgagtgct
ggcgtcgagg
cctggeccgag
cctececggac
gagaaatcaa
ctcectggece
ggcgagcectg

aatggagatg

42

ggaggcacgce
agagtctaca
tcttagegge
acgaagacat
tgtggaaacc
acgtgatctg
gtcecegtetg
gacccaaggg
atggcatccce
ccectggect
ccggaggaat
ccectggtge
gagcttcagg

atggggaagc

ggagtgtgag
tgtctagggt
caccgccctce
cccaccaatc
cgagcccetge
tgacgagacc
ccccgacgge
agacactggc
tggacagcct
cggaggaaac
ttcecgtgect
acctggtcce
tcccatgggt

tggaaaacct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ggtcgtectg
gctggectee
gatgctggtc
ggtcagatgg
gctggtgete
ccegetggte
gggccecgag
gctggtgetg
gccaatggtg
ggaccccagg
cctggcagca
ccecectggee
ggcctgeeceg
gatggtgttg
cccaaaggat
ggtctgactg
gccggtcaag
gtgatgggat
ggtgttcccg
cagggacccce
tecceceeggat
ggtgaacagg
agaggtttcc
gccaacggtg
ggtagccagg
ccagggccta
aaagatggcg
ggtgacaagg
cccggagace
gctgacggcecce

ggtcceccectg

gtgagcgtgg
ctggaatgaa
ctgctggtcc
gcceeegtgg
gtggaaatga
ctcctggett
gctctgaagg
ctggecectge
ctcctggtat
gcceccggcgg
aaggagacac
ctgctggaga
gacccceccetgg
ctggtecccaa
ctcctggtga
gaagccctgg
atggtcgece
tececetggace
gacccecctgg
ctggecectge
teccagggtcet
gtgttcctgg
ctggcgagceg
ctceceggcecaa
gcgececcectgg
agggtgacag
tcegtggtet
gtgaaagtgg
gtggtgagece
aacctggtgce

gccetgeegg
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gcctectggg
gggacacaga
taagggtgag
cctgeectggt
tggtgctact
ccctggtget
tcceccagggt
tggaaaccct
tgctggtgcet
ccectectggt
tggtgctaag
ggaaggaaag
cgagcgtggt
gggtceceget
agctggtcgt
cagccctggt
cggaccccca
taaaggtgct
cgctgtcggt
tggtceceget
ccectggtect
agaccttgge
tggtgtgcaa
cgatggtgct
ccttcaggga
aggtgatgct
gactggcccce
tcccagegge
tggtcececece
taaaggcgaa

acccgcectgga

cctcagggtyg
ggtttcagtg
cctggcagcec
gagagaggtc
ggtgectgeeg
gttggtgcta
gtgcgtggtg
ggtgctgatg
cctggettee
cccaagggta
ggagagcctg
cgaggagctc
ggacctggta
ggtgaacgtg
cccggtgaag
cctgatggca
ggcccacctg
gctggagage
cctgctggea
ggcgagagag
gctggtecte
gccectggee
ggtccecectg
aagggtgatg
atgcctggtg
ggtcccaaag
attggtcctce
cctgetggte
ggccectgetg

cctggtgatg

ccecectggee

43

ctcgaggatt
gtttggatgg
ctggtgaaaa
gccctggage
ggccecctgg
agggtgaagc
agcctggcecece
gacagcctgg
ctggtgcecceg
acagcggtga
gcecctgttgg
gaggtgaacc
gccegtggttt
gttctecctgg
ctggtcetgee
aaactggccc
gtgccegtgg
ccggcaaggce
aagatggaga
gtgaacaagg
caggtgaagc
cctctggage
gtcctgetgg
ctggtgccce
aacgtggtgce
gtgctgatgg
ctggcecctge
ccactggagce
gctttgetgg
ctggtgctaa

ccattggtaa

gcccggaaca
tgccaaggga
tggagctcct
ccectggecect
tecececacegge
tggtccccaa
ccctggeect
tgctaaaggt
aggcccctcet
acctggtgcet
tgttcaagga
cggacccact
ccectggegea
ccctgetgge
tggtgccaag
ccctggtece
tcaggctggt
tggagagcga
ggctggagcet
ccectgetgge
aggcaaacct
aagaggcgag
tcececgaggg
tggagctccce
agctggtcett
ctctectgge
tggtgcccct
tegtggtgee
ccccecectggt
aggcgatgcet

tgttggtget

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



cctggageca
gctgectggcece
ggtecectgetg
cctggtgaag
gctgatggtc
ggtgtggtcg
tctggtgaac
cccatgggece
ggtgccgaag
accggccecg
cctgetggea
ggcecctgttg
acaggcgaac
ccececctggece
ggtcccegag
cctggeecca
ccececcggec
agcttcctge
gatgatgcca
agccagcaga
tgccgtgacce
aaccaaggct
tgecgtgtacce
aaggacaaga
ggcggccagg
tccaccgagg
cagcagactg
cgegecgagyg
accggagcct
atcatcgatg

ggcectgtet

actttececccee

aaggtgcetcg
gagtcggtcc
gcaaagaagg
ttggtceccee
ctgectggtge
gcctgectgg
ctggcaaaca
cccctggatt
gttccectgg
ctggacccce
agagtggtga
gcgcecegtgg
agggcgacag
ctcectggetce
gtcececetgg
ttgggcececece
ctcctggace
cccagccacc
atgtggttcg
tcgagaacat
tcaagatgtg
gcaacctgga
ccactcagece
ggcatgtctg
gctcegacce
cctecccagaa
gcaacctcaa
gcaacagccg
ggggcaagac
tggcccecectt
gcttectgta

caacccggaa

ES 2 620 960 T3

cggcagceget
tcectggececce
cggcaaaggt
tggtcccect
tecctggtact
tcagagagga
aggtccctct
ggctggaccce
acgagacggt
tggtgctect
tcgtggtgag
cceccgecgga
aggcataaag
tcctggtgaa
ctetgetggt
tggtecctege
tcctggtcece
tcaagagaag
tgaccgtgac
ccggagccca
ccactctgac
tgccatcaaa
cagtgtggcc
gttcggegag
tgccgatgtg
catcacctac
gaaggccctg
cttcacctac
agtgattgaa
ggacgttggt
aactccctec

acagacaagc

ggtccececctg
tctggaaatg
cceegtggtg
ggeccctgetg
ccegggecte
gagagaggct
ggagcaagtg
cctggtgaat
tctectggeg
ggtgctcctg
actggtcctg
ccccaaggec
ggtcaccgtg
caaggtccct
gctectggea
ggtcgcactg
cctggtecte
gctcacgatg
ctcgaggtgg
gagggcagcec
tggaagagtg
gtcttctgea
cagaagaact
agcatgaccg
gccatccage
cactgcaaga
ctectecagg
agcgtcactg
tacaaaacca
gccccagacce
atcccaacct

aacccaaact

44

gtgctactgg
ctggaccccecce
agactggcce
gcgagaaagg
aaggtattgce
tcecctggtet
gtgaacgtgg
ctggacgtga
ccaagggtga
gtgccectgg
ctggtccege
ccegtggtga
gcttctctgg
ctggagcctce
aagatggact
gtgatgctgg
ccagcgcetgg
gtggccgcta
acaccaccct
gcaagaaccc
gagagtactg
acatggagac
ggtacatcag
atggattcca
tgaccttect
acagcgtggce
gctccaacga
tcgatggetg
ccaagacctc
aggaattcgg
ggctccectee

gaaccccecte

tttcectggt
tggcecectcecet
tgctggacgt
atccecetggt
tggacagcgt
tcectggecee
tceceectggt
gggggctcct
ccgtggtgag
ccecegttgge
cggtectgte
caagggtgag
cctccagggt
tggtcectget
caacggtctce
tecectgttggt
tttcgactte
ctaccgggct
caagagcctg
cgcccgcace
gattgaccce
tggtgagacc
caagaacccc
gttcgagtat
gcgcectgatg
ctacatggac
gatcgagatc
cacgagtcac
ccgectgece
cttcgacgtt
cacccaacca

aaaagccaaa

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



10

15

aaatgggaga
caaacttagt
cttaccaaaa
gtccacttge
accccaatge
ccttecccaaa
aaaggcaatg
acccccagge
gctcccatgg
accagcccct
ggatttgggg
gttcecttgtg
ggcaactgcce
aggtgctaca
agatgccccce
tatttttett
ctatttaaca
cctectcteca
ccctecteca
gtccececgggt
gaggaagcaa
ttattttgat

<210>2

<211> 5411

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<300>

<308> NM_000089.3
<309> 23-05-2010
<313> (1)..(5411)

<400> 2

caatttcaca
ttttatcttt
aaaaaaaaaa
ttgaagaccc
tgccctttet
tctgtctecee
ctcaaacacc
cctgggggac
ctcttgcaac
cactgggttc
aacgcgtgtce
taactgtgtt
tgggggcggg
tctatgtgat
ccaggccagce
tttttttttt
tgggaggaga
cctgectetg
cagctgcage
ttcagagaca
aagactctgt

tgctggaata

ES 2 620 960 T3

tggactttgg
gaccaaccga
aaaaagaata
atgcgggggt
gctcetttet
cagaagacac
caagtggccc
ctggggttcet
atctcccett
ggaggagagt
aatceccttgt
gctgaaagac
gatgggggca
gggtggggtyg
aaatgttcct
tttttttgtg
gcgtgtgegg
gcttctcagg
ccatcctece
acttcccaaa
acctattttg

aagcatgtgg

aaaatatttt
acatgaccaa
aataaataac
aagtcccttt
ccacacccce
aggaaacaat
ccaccctcag
cagactgcca
cgtttttgag
caggaagggc
gccgecaggge
tacctcgtte
gggtggaagce
gggagggaat
ttttgttcaa
gatggggact
ctccagccca
cctetgetet
ggctccetece
gcacaaagca

tatgtgtata

aaatgaccca

tttecetttge
aaaccaaaag
tttttaaaaa
ctgcecegttg
cttggggcct
gtattgtctg
cccgcetectg
aagaagcctt
ggggtcatge
cacgacaaag
tgggcgggag
ttgtcttgat
ggctccccecat
cactggtgcect
agtctatttt
tgtgaatttt
gcecgetget
ccgacctcte
tagtctgtcc
gtttttccece
ataatttgag

aacataa

attcatctct
tgcattcaac
aggaagcttg
ggcttatgaa
ccectecact
cccagcaatc
cccgcccagce
gccatetgge
cgggggagcec
cagaaacatc
agactgttct
gtgtcaccgg
tttataccaa
atagaaattg
tattccttga
tctaaaggtg
cactttccac
tcctectgaaa
tgcgtcectcet
ctaggggtgg

atgtttttaa

gtgtcccata gtgtttccaa acttggaaag ggcgggggag ggcgggagga tgcggagggce

ggaggtatgc agacaacgag tcagagtttc cccttgaaag cctcaaaagt gtccacgtce

tcaaaaagaa tggaaccaat ttaagaagcc agccccgtgg ccacgtcect tceeccatte

45

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5927

60

120

180



gctecectect
cagccctecece
gtataaatag
ctaagttgga
gtgacccagg
tttgtggata
tctttacaag
aggggtccac
ccacctggtc
aaaggagttg
gcagctggag
ggtcaaactg
gatggtcacc
gctcgtggtt
ggtctggatg
cctggtgaaa
cgtgttggtg
ggtcctgctg
aagggtgaaa
gaagtgggtc
ggccttactg
cctggacccc
cttgttggtg
ggctectgetg
aatggggaag
tctegtggte
ggtgcaagtg
cctggtctcea
aaagaaggtc
ggagcaagag
cctggcaaaa

cctgatggaa

ctgecgececccee
attggtggag
ggcagatcecg
ggtactggce
ggctctgega
cgcggacttt
aggaaactgt
caggccccce
ctcectggece
gacttggccc
cccecaggecc
gtcctgeagg
ctggaaaacc
tccctggaac
gattgaaggg
atggaactcce
ccectggece
gtcccattgg
ttggagctgt
ttccaggect
gtgccaaggg
gcggtattcc
agcctggtcece
ggccccaagyg
ctggatctge
ttecctggage
gcectgetgg
tgggacccag
ctgtcggect
gagagcectgg
acggtgataa

acaatggtgce
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gcaggctcct
gcccttttgg
ggctttatta
acgactgcat
cacaaggagt
gttgctgett
aagaaagggc
aggcagagat
ccectggtete
tggaccaatg
tcaaggtttc
tgctegtggt
cggacgacct
tcctggactt
acagcccggt
aggtcaaaca
agctggtgece
gtctgctgge
tggtaacgct
cteceggecee
tgctgctgge
tggcecctgtt
agctggectce
tcctectggt
cggccectceca
tgatggcaga
agtccgagga
aggtcttect
ccctggeatce
caacattgga
aggtcatgcet

tcagggacct

cccagetgtg
aggcacccta
ttttagcacc
gcececgegece
ctgcatgtcet
gcagtaacct
ccagccggag
ggtgaagatg
ggtgggaact
ggcttaatgg
caaggacctg
ccagctggec
ggtgagagag
cctggcttca
gctectggtg
ggagccegtg
cgtggcagtg
cctccagget
ggtcctgetg
gttggacctc
cttceceggeg
ggtgctgccg
aaaggagaga
cccagtggtg
ggacctcctg
gctggcgtca
cctaatggag
ggttcececcetg
gacggcaggc
ttcecetggac
ggtcttgetg

cctggaccac

46

getgeceggg
gggccaggga
acggcagcag
gccaggtgat
aagtgctaga
tatgcctage
atagaggacc
gtcccacagg
ttgctgectca
gacctagagg
ctggtgagcce
ctcectggecaa
gagttgttgg
aaggcattag
tgaagggtga
ggcttectgg
atggaagtgt
tcccaggtge
gtccegecgg
ctggtaatce
ttgctgggge
gtgctactgg
gcggtaacaa
aagaaggaaa
ggctgagagyg
tgggccctee
atgctggtceg
gaaatatcgg
ctggcccaat
ccaaaggccc
gtgctcgggg

agggtgttca

ccceccagecce
aacttttgcce
gaggtttcgg
accteegeeg
catgctcagce
aacatgccaa
acgtggagaa
ccctectggt
gtatgatgga
cccacctggt
tggtgaacct
ggctggtgaa
accacagggt
gggacacaat
acctggtgec
tgagagagga
gggtccegtg
ccectggeccee
tccecegtggt
tggagcaaac
tceeggecte
tgccagagga
gggtgagcece
gagaggccct
tagtcctggt
tggtagtcgt
ccctggggag
cceegetgga
tggceccaget
cactggtgat
tgctecaggt

aggtggaaaa

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

1860

1920

1980

2040

2100



ggtgaacagg
gctggtgaag
cctgectggtce
ggtcctattg
cctggtgtgg
gagaggggtg
ggtgaaattg
cctggtectg
cctgetggte
ggatttgctg
aaagggccta
ccagctggte
ggtatgactg
tectggeecte
gaccaaggtc
ggtgagaagg
cagggtctte
ctaccaggtg
ggggcccgtg
gctggtegtg
cacaagggag
ggtcctcatg
tctggtcectg
attcgtggeg
ggacacaatg
cctggcteeg
aaagatggtc
ggtcaccaag
agcggtggtg
tcagcacctt

aaccagattg

gtcecectgg
ttggcaaacc
caagagggga
gaagccgagg
ttggtgetgt
ctgctggcecat
gtaaccctgg
ctggagccac
ctcggggaag
gtcctgetgg
agggtgaaaa
caaatggtcc
gtttcecectgg
ctggtecece
cagttggccg
gtcecctcetgg
ttggtgctcce
ttgctggtge
gtcctectgg
atggcaaccc
agcgcggtta
gcceegtggg
ttggtcctge
ataagggaga
gattgcaagg
tgggtcctge
gcactggaca
gccctgetgg
gttatgactt
ctctcagacc

agacccttcet
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tcctecagge
aggagaaagg
acgcggtcece
tccttetgga
gggcactget
acctggaggce
cagagatggt
aggtgaccgg
ccctggtgaa
tgctgetggt
cggtgttgtt
ccceggtect
tgctgetgga
tggtecectget
aactggagaa
agaggctggt
tggtattctg
tgtgggtgaa
tgctgtgggt
tgggaacgat
ccctggeaat
tcctgetgge
tggtgctgtt
gcccggtgaa
tctgectggt
tggtcctagg
tcctggtaca
cccecectggt
tggttacgat
caaggactat

tactcctgaa

ttccagggtce
ggtctccatg
ccaggtgaga
ccceccaggge
ggtccatectg
aagggagaaa
gctcgtggtg
ggcgaagctg
cgtggtgagg
caacctggtg
ggtcccacag
gctggaagtce
cggactggtce
gggaaagaag
gtaggtgcag
actgctggac
ggtctcectg
cctggtecte
agtcctggag
ggtcccecag
attggtceccg
aaacatggaa
ggcccaagag
aaggggccca
atcgctggtce
ggccctgetg
gttggacctg
cccectggee
ggagacttct
gaagttgatg

ggctctagaa

47

tgcctggece
gtgagtttgg
gtggtgctge
ctgatggaaa
gtecctagtgg
agggtgaacc
ctcetggtge
gggctgetgg
tcggtectge
ctaaaggaga
gcceegttgg
gtggtgatgg
ccccaggace
ggcttegtgg
ttggtcccce
ctcctggecac
gctcgagagg
ttggcattge
tcaacggtgc
gtcgcgatgg
ttggtgetge
accgtggtga
gtcctagtgg
gaggtcttcc
accatggtga
gtccttetgg
ctggcattcg
ctecctggacce
acagggctga
ctactctgaa

agaacccagce

ctcaggtccee
tectecectggt
cggtcctact
caagggtgaa
actcccagga
tggtctcaga
tgtaggtgcece
teectgetggt
tggccccaat
aagaggagcc
agctgctgge
aggcccccect
ctctggtatt
tecctegtggt
tggctteget
tccaggtcct
tgaacgtggt
cggccctect
tcctggtgaa
tcaacccgga
aggtgcacct
aactggtcct
cccacaaggc
tggcttaaag
tcaaggtgcet
ccctgetgga
aggccctcag
tccaggtgta
ccagcctege
gtctctcaac

tecgcacatge

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



10

cgtgacttga
caaggatgca
atccgggecce
aaacacgtct
ggagtgactt
gcctcetcaga
ggcaacctga
ggcaacagca
tggggaaaga
attgcacctt
tgtttcaaat
ctttgccatt
catctacttg
aatacagttt
ctcttacacc
aataaaaacc
tttaaaaccc
ccacattgtt
ataatacaaa
aagaatttga
atttgattta
cccaaatctt
tggttccaca
atatgtgaga

aaagaacata

<211> 9169
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<308> NM_000094.3
<309> 23-03-2010
<313> (1)..(9169)

<308> NM_000094.3

15 <309> 21-03-2010

gactcagcca
ctatggatgce
aacctgaaaa
ggctaggaga
ccaaggaaat
acatcaccta
aaaaggctgt
ggttcactta
caatcattga
tggacatcgg
aaatgaactc
tcttettett
cttaaattgt
cattaactcc
tgttatggaa
ataaacattt
aaacttccaa
aggtgctgac
ggtgctaatt
gaagaaatac
gcattcatat
cttcagatte
gaagctttgt
tgtttaaata

t

ES 2 620 960 T3

cccagagtgg
tatcaaagta
catcccagece
aactatcaat
ggctacccaa
ccactgcaag
cattctacag
cactgttctt
atacaaaaca
tggtgctgac
aatctaaatt
cttttttaac
gggcaaaaga
ttcececeeget
aatgtcaacc
gcaccacttg
aggtttaaac
ctagacagag
aatagtattt
tcctgtattg
tttcecatctt
agcatttgtt
ttcttgggca

aattgtgaaa

agcagtggtt
tactgtgatt
aagaactggt
gctggcagcece
cttgccttca
aacagcattg
ggctctaatg
gtagatggct
aataagccat
caggaattct
aaaaaagaaa
tgaaagctga
gaaaaagaag
cccccaaaaa
tttgtaagaa
tggcttttga
tacctcaaaa
atgaactgag
cagatacttg
agttgtatcg
attcccaatt
ctttgccagt
agcagaaaaa

aaaatgaaat

48

actactggat
tctctactgg
ataggagctc
agtttgaata
tgcgectget
catacatgga
atgttgaact
gctctaaaaa
cacgcectgece
ttgtggacat
gaaatttgaa
atccttccat
gattgatcag
tttgaatttt
aaccaaaata
atatcttcca
cactttccca
gtccttgttt
aagaatgttg
tgtggtgtat
aaaagtatgc
ctcattttca
ttaaattgta

aaagcatgtt

tgaccctaac
cgaaacctgt
caaggacaag
taatgtagaa
ggccaactat
tgaggagact
tgttgctgag
gacaaatgaa
ctteettgat
tggcccagtce
aaaactttct
ttecttetgea
agcattgtgc
tttttcaaca
aaaattgaaa
cagagggaag
tgagtgtgat
tgttttgtte
atggtgctag
tttttaaaaa
agattatttg
tcttetteca
cctattttgt

tggttttcca

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5411



<313> (1)..(9169)

<400> 3

gatgacgctg
agtgcgagcec
gttcttactg
tctcgaaggg
cacagtgcag
gggtgatgtg
ggctgcaatt
ccccaaggtce
ccaaaggctg
tgaggagctg
cttcagcatc
tggcgtgect
gtctgagcca
tggctacaag
gcaggaggtg
gaccgagtac
cgggacagct
ccacagcctc
gcgggtecte
gttgctgegt
ccgcagtgtg
cctgegececeg
ggccegtgge
ggtactgcce
ccgectcaca
tceccactgga
cgggcagecgg
tgtgcgecage
cgacttggat

tcceecgtgag

cggcttetgg
cagcacaggg
gatggctcct
ctggtgctge
tacagcgatg
atcecgegeca
ctccatgtgg
tgcatcctga
aaggggcagg
aagcgagttg
ttgaggacac
gtgacccgac
agcagccaat
gtccagtaca
aacgtcccag
caagtgactg
cggaccactg
ctggtggect
agtggtggge
gacttggagc
gggcccgeca
gtcatcctgg
taccggttgg
tctgatgtga
ctctacactc
ccagagctge
gtgcgagtgt
acccaggggg
gacgttcagg

ggcagtgcca
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tggccgeget
agagagtgac
catccattgg
ctttetctgg
acccacggac
tcegtgaget
ctgaccatgt
tcacagacgg
gggtcaagct
cctcacagece
tactgcccect
ctccggatga
ccttgagagt
ctcctcetgac
ctggtgagac
tgattgcccet
ccctagaagg
ggcggagtgt
ccacacagca
ctggcacgga
cttcecctgat
gccccacatce
aatggcggceg
cccgectacca
tgctggaggg
ctgtgagccee
cctggagecece
ttgagcggac
ctgggcttag

gtgtcctcac

ctgcgeeggg
ctgcacgege
ccgcagcaat
agcagccagt
agagttcggce
tagctacaag
cttectgece
gaagtcccag
atttgctgtg
caccagtgac
cgtttcecgg
ctcgacctcet
acagtggaca
ggggctggga
cagtgtgcgg
ctacgccaac
gccggaactg
gccaggtgee
gcaggagctg
ctatgaggtg
ggctcgcact
catcctccett
tgagactggce
gttggatggg
ccacgaggtg
tgtaacagac
agtccctggt
cctggtgett
ctacactgtg

tgtcecgecgg

49

atcctggcag
ctttacgeceg
ttececgegagg
gcacagggtg
ctggatgcac
gggggcaaca
cagctggecece
gacctggtgg
gggatcaaga
ttcttettet
agagtgtgca
gctccacgag
gcggccagtg
cagccactge
ctgcggggtc
agcatcgggg
accatccaga
actggctacc
ggccctggge
accgtgagca
gacgcttctg
tcctggaact
ttggagccac
ctgcagcecgg
gccacccectg
ctgcaagcca
gccacccagt
cctgggagte
cgggtgtctg

gagccggaaa

aggcgccccg
ctgacattgt
tccgecagett
tgcgetttge
ttggctctgg
ctcgcacagg
gacctggtgt
acacagctge
atgctgaccce
tcgtcaatga
cgactgctgg
acctggtgcet
gcecctgtgac
cgagtgagcg
tececggecact
aggctgtgag
ataccacagc
gtgtgacatg
agggttcagt
ccctatttgg
ttgagcagac
tggtgcctga
cgcagaaggt
gcactgagta
caaccgtggt
ccgagctgece
accgcatcat
agacagcatt
ctcgagtggg

ctccacttge

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



tgttccaggg
cgtcectgga
ccagacactg
ctaccaggtg
ggctcgaacg
atctgtcacc
ctcagcccac
ggatggactg
ggatgggecc
gaggctgcag
tggagccaca
gatactccca
ctcagtgcga
cactacgecceg
gcactcgetg
gcaacctgag
cctggacggg
tggagaaggg
tgaactacgt
cagggcatce
tgggtccceg
tggegtetet
atctgtcaca
tgccactcaa
gttggcactt
tcggecectcece
gatccgtgac
agctcacaga
gatggttctg
ccaggcttct

gcgtegettg

ctgcgggttyg
gccagtggat
cccccagact
gctgtgtegg
gacccactgg
attacctgga
ggcccagaga
gagccagata
cctgectetg
atcctcaatg
gcttacagac
ggaaacacag
gtgactgcac
cctgaggcete
aggctgeget
ggtggccagg
ctggagccag
ccctetgeag
gtggtggaca
agctacatcc
cagacacttc
tacatcttct
cagacgccag
gacaatgctc
gggcctcettg
ccactgttcc
atgccctaca
tacatgttgg
ctagtggatg
gggcttaatg

gcgecgggta

ES 2 620 960 T3

tggtgtcaga
ttcggattag
ctactgccac
tactgcgagg
gcccagtgag
ccagggttcc
aatcccagtt
ctgagtatac
tggttgtgag
cttccagcecga
tggcctgggg
actctgcaga
ttgtcgggga
cgccagcecect
gggagccggt
aacagtcccg
cgacacagta
aggtgactgce
cctcgatcga
tatcctggeg
cagggatcte
ccctgacgee
tgtgcecececeg
accgtgecgga
ggccacaggce
cactgaatgg
tggacccaag
caccagatgce
aacccttgag
tggtgatgtt

tggactctgt

tgcaacgcga
ctggagcaca
agacatcaca
cagagaggag
gacggtccat
tggcgccaca
ggtttctggg
ggtgcatgtg
gactgcccecct
cgttctacgg
ccggagtgaa
gatcecggggt
ccgecgaggge
ggggacgctt
gcccagageg
ggtcctgggg
ccgcgtgagg
gcgcactgag
ctcggtgact
gccactcaga
aagctcccag
tgtcctggat
tggcctggeg
ggctacgagg
agttcaggtt
ctcccatgac
tgggaacaac
tcectgggege
aggtgacata

gggaatggct

ccagacctte
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gtgagggtgg
ggcagtggte
gggctgcagce
ggccctgetg
gtgactcagg
ggatacaggg
gaggccacgg
agggcccatg
gagcectgtgg
atcacctggg
ggcggcccca
ctcgaaggtg
acacctgtct
cacgtggtgce
cagggcttce
cccgagctca
ctgagtgtcce
tcacctegtg
ttggcctgga
ggccctggece
cgggtgacag
ggtgtgcggg
gatgtggtgt
agggtcctgg
ggcctgetgt
cttggcatta
ctgggcacag
cgccagcacg
ttcagccccea
ggagcggacce

ttcgeegtgg

cctggggacce
cggagtccag
ctggaaccac
cagtcatcgt
ccagcagcete
tttcectggea
tggctgaget
tggctggegt
gtcgtgtgte
taggggtcac
tgaggcacca
gagtcagcta
ccattgttgt
agcgegggga
ttctgcactg
gcagctatca
tagggccage
ttccaagcat
ctccagtgtc
aggaagtgcc
ggctagagcec
gtcctgagge
tcctaccaca
agcgtctggt
cttacagtca
tcttgcaaag
ccgtggtcac
taccaggggt
tcegtgagge
cagagcagct

atgatgggcc

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



aagcctggac
tcagcceegg
agagatgggc
cggtgetece
ccctggagceca
agcccctgge
aggacctcga
acctgggett
accactgggg
tgacaaaggc
tggggagcct
ccctggaaag
acctgggtct
tgaccggggce
aggcccagceg
tgaagggcca
ggaccctgeca
gcccgetggg
tctteoectgga
tggcagagca
gcctggecce
tgacgagggt
gggggcacct
ggatggacga
tccececcagga
gcctggggac
agccccetggg
aggtgtccga
gagcggactg
caaagctggg
tggcecectet

gaatggaaaa

caggcagtca
ccagagccct
ctgagaggac
ggcccccagg
gatgggcgte
ctaaagggct
ggcccaaagg
cctgggegga
gacccaggac
gatcgtgggg
gggctgecgg
aaaggagaaa
ccgggtgage
tttccaggge
ggatcceggg
ccaggaccca
gtggtgggac
cccagaggag
gaccctggee
ggacccccag
ccaggacctg
cctccgggtg
ggagttcggg
aatggcagcce
cccecgggac
cgcggacaag
gaaaggggca
ggcccagcag
gatgggaaac
gacccaggga
ggtceccectg

aacggagaac

ES 2 620 960 T3

gtggtctgge
gcccagtgta
aagttgggcce
ggcececctgg
caggcagccc
ctccagggtt
gggagccggg
aaggggaccc
ccegtggece
agcggggtce
gtcttceegg
aaggtgactc
agggcccacg
ccectgggtga
ggctgccagg
ctggeccgeca
ctgectgttge
ctaccggagt
ccaagggaga
gtgactcagg
ttggceceecg
acccgggttt
ggcctgtggg
ctggatcatc
ggctggtaga
agggtcctcg
ttgaagggtt
gagaaaaggg
caggagccgc
gagacgggct
gattaccggg

ctggggaccce

cacagccctg
ttgtccaaag
tecectggegac
aagtgccact
tggcegegece
gcectggeect
ggctccegga
tggaccatceg
cccagggcett
ccctggacca
aagccctgga
tgaggatgga
gggacctcct
ggctggagag
ggttgctgga
aggagagaag
tggacccaaa
ccaaggggaa
ccctggagac
gcctectgga
aggacgagat
gcctggaaaa
tgaaaaggga
tggacccaag
cacaggacct
agggcccaag
tcggggacce
tgaccggggt
tgggcectcet
tccaggecte
aaagccaggce

tggagaagac

51

tgtcaggcat
ggccagaagg
cctggectee
gccaagggcg
gggaatcctg
cgtggggacc
caagtcatcg
ggccccectg
cctggaacag
ggtgaaggtg
ccccaaggcec
gcteccaggece
ggagctattg
aagggcgaac
cgtcctggag
ggggagcctg
ggagaaaagg
cggggcccac
cggggtccca
gagaagggag
ggtgaagttg
gcaggcgagc
gaccagggag
ggtgaccgtg
ggagccagag
ggtgatcctg
ccaggcccac
cceceectggge
gggccgaatg
cgtggagaac
gaggatggca

gggaggaagg

ccttcactac
gggaacctgg
cgggcaggac
agaggggctt
ggacccctgg
cgggagagcg
gaggtgaagg
gacctegtgg
ccatgaaggg
gcattgctece
ccgttggece
tceccaggaca
gccccaaagg
gtggacccece
ccaagggtcc
gtecgeecctgg
gagatgtggg
ccggettggt
ttggccttac
accctgggeg
gagagaaagg
gtggccttcg
atcctggaga
gggagccggyg
agaagggaga
gcctccetgg
agggggaccc
tggatggceg
gtgctgcagg
agggcctcce
aacctggect

gagagaaagg

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580



agattcaggce
tggtatcctt
gggttttcct
caaaggggag
gaatgtggat
ggagacctgg
caagggggac
agaacgeggg
ccttggggag
tattccecggg
gggagaacgg
ccctggaacce
tcctggactce
cagcaatggt
gggagagcct
ggctgggect
tggtcatgga
aggaccttcet
tggacctact
acaggggtct
tecgagatggt
aggtctgcect
ggctgtggte
agacctggtg
gaagggtgaa
ggctccagga
gcctectgge
tggtgttgtt
tagtggagag
gccacctgga

gggagaccct

gcctetggga
ggaccccagg
ggtgtcccag
cagggcctcee
cggttgetgg
gatgagagct
tcaggcgaac
ctgaagggcg
aggggcccce
ctcccaggcea
ggagagaaag
cctgggeccece
tctggagaac
gaccaaggtc
ggaccgaggg
gaagggaagc
gaccctggac
ggcctgaagg
ggagctgtgg
ccaggtttge
gccagtggaa
ggccctgteg
gggctccecctg
ggtgagccgg
gctggeegtyg
cccaaaggtt
cctccaggtg
gggttccegg
cggggtetgg
ccaccggggt

ggagtagggc

ES 2 620 960 T3

gagaaggtcg
ggcctecagg
gaggcacggyg
ctggagagcg
aaactgctgg
ctggtagcett
agggccccce
accgtggaga
ccgggectte
gggctggggg
gagaacgtgg
ccggacccce
agggacccce
ccaaaggaga
gtcaggacgg
cgggtctgea
cacctggtgce
gggagcctgg
gacttcctgg
ctggacaagt
aagatggaga
gacctaaagg
gagcaaaggg
gagccaaagg
caggggagcc
tcaagggtga
tgaagggaga
gtcagacagg
caggccccee
cagtgggacc

tgcectgggee

tgatggeccece
cctececcaggg
ccccaagggt
tggcctgega
catcaaggca
cctgecetgtg
aggcaaggag
ccectggeccet
cggccttgee
tgtgggagag
agaacagggc
tggccccaag
tggactcaag
caggggtgtg
caacccgggt
gggtccaaga
ccegggtett
agagacagga
accccccggce
gggggagaca
cagagggagce
agaacctggce
agagaaggga
tgaccgagga
cggagaccct
cccaggagte
tctgggecte
ccctecgagga
agggagagaa
acctggggcec

ccgaggcgag

52

aagggtgagc
ccagtgggcece
gaccgtgggyg
ggagagcctg
tctgeecetge
cccgaacggce
ggccccateg
caggggccac
ggggagcctg
gcaggaaggc
agagatggcc
gtgtctgtgg
ggtgctaagg
ccaggcatca
ctaccaggag
ggccccecctg
gctggecectg
ccteccaggac
ccttcaggcc
gggaagccgg
cctggtgtge
cccacggggg
gccecctggag
ctgccagggce
ggggaagatg
ggggtccegg
cctggectge
gagatgggtc
ggaatcccag
tctggactca

cgtggggage

gtggagctce
ctcctggeca
agactggatc
gaagtgtgcce
gggagatcgt
gtcgaggcce
gcttteetgg
ctggtcetgge
gaaagcctgg
caggagagag
ctcctggact
atgagccagg
gggagccggg
aaggagaccg
agcgtggtat
gcccagtggg
caggacccca
ggggcctgac
ttgtgggtcc
gagccccagg
cagggtcacce
ccectggaca
gccttgetgg
cgcgaggega
gtcagaaagg
gctceceetgg
ccggtgetec
agccaggccc
gacccctggg
aaggagacaa

caggcatceg

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440



<210>4

gggtgaagat
caggggagag
agactcagct
acgagggcct
tgacaagggc
tggactcctg
cccaggaaag
tcceecgggge
gggagacaag
gatgggggag
tcccaagggt
aggggagcgg
tgctggtcce
ccagaagggt
agctecectgge
gggagaagct
gcactgtgce
tgcagacact
ggaggaagag
ggaggagtac
ggatgagggc
cacagaggcc
gacccgtgag
tactgcccag
gggtctcage
cgtgegtgtg
gtggacaaac
gctgtgggca

tgacatggtg

<211> 387
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

ggccgecceg
cgtggggaga
gtgatcctgg
cggggcttgg
agcaagggag
ggaccccagg
gatggagtgc
ctcaagggtg
ggagaagctg
cctggtgtge
gaccgaggct
ggaaccccag
ccagggccac
gagcgaggte
gagagagggg
gcactgacgg
tgccagggece
gcecggetccee
cgggtacccce
caggaccctg
tcectgecactg
tgtcaccctt
gcctgecgage
gactgaggcc
agaaccccac
cacgtccegtt
ccccattgtg
gtgagcggat

ctgattctgg

ES 2 620 960 T3

gccaggaggg
agggtgatgt
ggcctccagg
atggtgacaa
agcctggtga
gtcaacctgg
ctggtatccg
aacggggagt
gtcccccagg
cgggccagte
ttgacgggca
gaattggggg
ctggcagtgt
cccccggaga
agcaggggcg
aggatgacat
agttcatcge
agctccatgce
ctgaggatga
aagctccttg
cctacaccct
ttgtctatgg
gccgetgecece
cagataatga
tgtcecctece
atttcagtga
gctecctgeca
gtgactggcg

ggggcattaa

accccgagga
tgggagtgca
cccacggggt
aggacctcgg
caagggctca
tgcagcaggg
aggagaaaaa
gaagggagcc
ccgccccggg
gggggcccct
gccaggcccce
cttceccagge
tggtcccaga
gagagtggtg
gccagggcect
ccggggettt
atctggatca
tgtgecctgtg
tgagtactct
ggatagtgat
gcgcetggtac
tggctgtgga
acccegggtg
gctgagattc
cttggtgcta
cttggtceceg
ccctggecaga
tctgacccege

agctgcetgtt

53

ctcacgggge
ggactaaagg
gccaaggggg
ggagacaatg
gcegggttge
atcecectggtg
ggagatgttg
tgtggccettg
ctggcaggac
ggcaaggagg
aagggtgacc
cccagtggaa
ggccccgaag
ggggctccetg
gceggtecte
gtgcgccaag
cgacccctee
ctcegegtet
gaatactccg
gacccctgtt
catecgggcetg
gggaatgcca
gtccagagcce
agcatcccct
gaggcttgtg
tgggtctage
tgactcactg
cccttgacce

ttaaaaggc

cceccectggeag
gtgacaaggg
acatgggtga
gggaccctgg
caggactgcg
acccgggate
gcttcatggg
atggagagaa
acaaaggaga
gcctgatcegg
agggcgagaa
atgatggctc
gacttcaggg
gggtccetgg
gaggcgagaa
agatgagtca
ctagttatge
ctcatgcaga
agtattctgt
ccctgecact
tgacaggcag
accgttttgg
aggggacagg
ggaggagtcg
tgcacgtgag
ctteccececcet

tgggggggtyg

aagcctgtga

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9169



10

15

20

<210>5

ggccattacg
gttgtgttag
gccccatcett
tcecectceectg
ggcgeggtgg
tgaggtcgag

aatacaaaaa

<211>561
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5

<210>6

attttggtgg
aatctttett
tctactctgt
ttgattgtca
tctggaactce
aggcatgagc
acactttgga
cttctteete
tatcatcact

agcacttcgt

<211> 335
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>7

gggaccagag
aaggggccag
ggatgacagg
gggatggcag
accactaggg

aggatggtgt

gccgggceage
gggaccccag
tcctgetgga
ctcctgatgt
ctcacacctg
agtttgagac

ttagcecegge

gaggccctgg

tcttaaagta
gagaagaagc
aacgactgct
ttgacctcag
cacctcgeece
gccttgaaaa
tctcectaca
gatataatgt

ggacatggag

agctgcgata
tgatggtcag
agtcagtgga
aggtcagtge
taacagaaag

gtgggcagat

ES 2 620 960 T3

caggccccag
ttctcactge
gtgagctcce
ctggaggcag
taatcccaac
cccagcectat

atggtgg

acctagaaac
aacatcggac
aataccatgt
aagaagtaga
gtgatccacc
agctgtttct
atggactttc
ctatcccttg
cagaggaggt

g

tggctgaaaa
ggacactgga
ctgcagtgag
tggatgggga
acaggtgatt

aggagattgg

ctgagaataa
tgctctctgg
agctgggtag
tgtagttctt
attttgggag

ccaacatggt

agaaaatgaa
tgacatctcce
tatctcattc
gaggaggctt
cacctcggece
gtgtcacgtt
cttctgaagt
gagaaaacct

cactctctat

aagtgagtgc
ggacaggagt
aactgatgag
catgcaatga
gagcttgtgg

ttgtt

54

tgcactggat
tagtcagaag
ctggcagcct
cttaaaagtt
gctgaggcag

gaaactccat

agtggagaaa
tttcaaacat
tagttccagt
caccatgttt
tcccaaagtg
ttgatacttg
acccaggaga
tttatcaaga

agcccaacct

aagacaagga
ctgtgggatc
ccattgacag
gaggttggtg

ctgtgcagag

gggggtggtt
tgaggggtca
ttctgtcata
ggcttggcag
tcggatcacc

ctctactaaa

accaaacaag
tcattgagga
tctagttgac
gccaggctag
ctaggattac
aataaaaatg
gtaggatgga
agataccgaa

ccaggatttc

cataggatga
ttagcatgta
acactgatgt
tacagtggtc

gtgaaagccg

60

120

180

240

300

360

387

60

120

180

240

300

360

420

480

540

561

60

120

180

240

300

335



5

10

15

20

25

30

<211>613
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7
tttttttttt
ggcgcaatca
acccccagta
ggaaaccgaa
tgccacctgg
tggctcgeta
gggagtctaa
gtggggaggt
ctcagaggag
tgttgacagt
agactatagg

<210> 8

<211> 177

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
tcccaceggg
cccacacagce

tctececteca

<210>9

<211> 285

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 9

gaactcagac
tcaggacagc
atggcacagg
gcggacacac

tggccacagg

<210>10
<211>20
<212> ADN

ttttttttaa
tggatcactg
gctggaacca
gcgcecccagtg
ggcccaacgce
gctctggaac
caggagacgg
ggaggtttta
atttgggtcc
tcagggcectca

gac

tccaggtcag
caagctggac

ctggggacac

atgcgaccaa
acagacagag
cacagggagc

gggcgetcag

cttgaacgcect

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 620 960 T3

gagaagatgt
cagccttgac
caggcgcegcet
ggaaaggcga
gttgacctcg
aggcaggaag
gaatttgata
ggaagcagtg
agcaaaaaag

gtgccatcett

gcccaagggg
atctgagagc

atgtcatgtg

gaattggctc
ggacgctcag
ccacacgcga
aggggaaccc

gggagccaga

ctcgctecegt
cttccecggge
tccacaccgg
cccgecgggyg
cggtcaggtt
gagtggggct
gaggagatgg
agcaggtctg
ggatggggta

gggaagcaga

accagctctg
actgcatggce

tcagtcetge

acaggagctc
atactaccat
gtgcagacat
caacacgtcce

ggcagggaca

55

cgtccaggcet
tcaagcgatc
aaagcccatt
atgcggggtg
gcttececgegyg
atctgatagg
tgaataggtc
atggaggaga
gggtaggggce

tggataacga

ctcccaccat

aatcctcatc

agcacatgtg

agacatgacc
agacaggtgg
ctggctcecac
actccegggt

agcag

ggagcgcagt
ctcceggete
ttctagaggce
ctcaacgcge
actacggttc
ggaagatgat
cagtggagga
aagtgtaaat

agacacaccce

gacagggagg

catcccactce
tgcctgtgtg

tcettet

atggcctatce
gagttcaggce
agacgtgagt

agagcaggca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

613

60

120

177

60

120

180

240

285



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 10
acatcaggag cagggaggga

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 11
ccctaactca acaacatccc

<210> 12

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 12
tctcaaactc tcgacctcag g

<210>13

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 13

gtttcaccat gttggctagg c
<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 14
gcctectete tacttcttag

<210> 15

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 15
gggatagtgt agggagagag g

ES 2 620 960 T3

20

20

21

21

20

21

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 16

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 16
cctactctee tgggtacttc a

<210> 17

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 17
ggtgtctgte ttccttaggg

<210> 18

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 18
aattagctgg gcgtggtgge

<210> 19

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 19
aatcccagct gctcaggagg

<210> 20

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 20
gcucaaucac cugucuuucu guuacce

<210>21

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 21
cugccauccc acaucagugu cugucaa

<210> 22

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 22
cuccuccauc agaccugcuc acugcuu

<210> 23

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 23
gucccuauag ucuccucccu gucucgu

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 24
ggagtgggat gatggtggga

<210> 25

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 25
gcagtgctct cagatgtcca g

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido
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<400> 26
tggagggaga cacacaggca

<210> 27

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 27
tceetetgte tgtgetgtee t

<210> 28

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 28
gcctgaacte ccacctgtct

<210> 29

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 29
ctctggctee cagcegttcaa

<210> 30

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Complemento inverso del oligonucledtido antisentido de SEQ ID NO: 20

<400> 30

guaacagaaa gacaggugau ugagc
<210> 31

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Complemento inverso del oligonucledtido antisentido de SEQ ID NO: 21

<400> 31
gacagacacu gaugugggau ggcag

<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Complemento inverso del oligonucleétido antisentido de SEQ ID NO: 22

<400> 32
gcagugagca ggucugaugg aggag 25

<210> 33

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Complemento inverso del oligonucledtido antisentido de SEQ ID NO: 23

<400> 33
gagacaggga ggagacuaua gggac 25
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucledtido que se dirige a un transcrito antisentido natural de un gen de colageno para su uso
como un compuesto terapéutico, donde el oligonucle6tido modula la expresion del gen de colageno, y donde el
transcrito antisentido natural tiene las secuencias de acido nucleico como se expone en una de las SEQ ID NOs: 4-9.

2. Un oligonucledtido que se dirige a un transcrito antisentido natural de un gen de colageno para su uso
en la prevencion o tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado al gen de colageno, donde el oligonucleétido
modula la expresion del gen de colageno, y donde el transcrito antisentido natural tiene las secuencias de acido
nucleico como se expone en una de las SEQ ID NOs: 4-9.

3. Uso de un oligonucleétido que se dirige a un transcrito antisentido natural de un gen de colageno para
la fabricaciébn de un medicamento para su uso en la prevencion o tratamiento de una enfermedad o afeccién
asociada al gen de colageno, donde el oligonucleétido modula la expresiéon del gen de colageno, y donde el
transcrito antisentido natural tiene las secuencias de acido nucleico como se expone en una de las SEQ ID NOs: 4-9.

4. El oligonucledtido para su uso de acuerdo con la reivindicacién 2, o el uso de acuerdo con la
reivindicacion 3, donde la enfermedad o trastorno asociado al gen de colageno se selecciona del grupo que consiste
en degradacion del colageno relacionado con la edad, osteogénesis imperfecta, otosclerosis (OTSC), osteoporosis,
osteoartritis, cancer de células escamosas del eséfago, condrodisplasia, sindrome de Marfan atipico, sindrome de
Ehlers-Danlos (EDS), epidermélisis ampollosa distréfica (DEB), enfermedad de Caffey, aneurismas (por ejemplo,
aneurismas intracraneales), fibrosis pulmonar idiopatica, cirrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis hepatica, fibrosis del
corazon, escleroderma, cicatrices hipertroficas, queloides, céncer, inflamacion, una enfermedad genética (por
ejemplo, distrofia muscular de Duchenne), una enfermedad o trastorno neurolégico (por ejemplo, enfermedad de
Parkinson, de Alzheimer, de Huntington, de Gaucher), una enfermedad metabdlica (por ejemplo, diabetes tipo 1), una
enfermedad o trastorno autoinmune, traumatismo (por ejemplo, lesién medular, quemaduras, etc.), isquemia, y otra
enfermedad o trastorno de los vasos sanguineos, corazon y piel, una enfermedad o trastorno o afeccién cutanea que
requiere reconstruccion de la piel, una enfermedad hepatica o renal que requiere trasplante; regeneracion de tendén,
hueso o tejido; reparacion esquelética, reparacion de cartilagos y huesos; una afeccion de la piel causada por
inflamacién o dafio por luz; dermatitis de contacto, dermatitis atopica, queratosis actinica, trastornos de
queratinizacion, una enfermedad de epidermdlisis ampollosa, dermatitis exfoliativa, dermatitis seborreica, un eritema,
lupus eritematoso discoide, dermatomiositis o cancer de piel.

5. Un método in vitro para modular la expresién de un gen de colageno en células o tejidos de pacientes
qgue comprende: poner en contacto dichas células o tejido con un oligonuclettido que se dirige a un transcrito
antisentido natural de un gen de colageno; modulando de este modo la expresion del gen de colageno, donde el
transcrito antisentido natural tiene la secuencia de acidos nucleicos como se expone en una de las SEQ ID NOs: 4-9.

6. El oligonucledtido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4, o el uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4, o el método in vitro de acuerdo con la reivindicacion 5,
donde el oligonucleétido

a. aumenta la expresion del gen de colageno; o
a. disminuye la expresion del gen de colageno.

7. Un oligonucleétido que se dirige a un transcrito antisentido natural de un gen de colageno, donde el
oligonucleétido modula la expresion del gen de colageno, y donde el transcrito antisentido natural tiene la secuencia
de &cido nucleico como se expone en una de las SEQ ID NOs: 4-9.

8. El oligonucleétido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4 0 6, o el
uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4 0 6, o el método in vitro de acuerdo con la
reivindicacion 5 o la reivindicacion 6, o el oligonucleotido de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el oligonucleétido
tiene entre 10 a 30 nucle6tidos de longitud.

9. El oligonucledtido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6 u 8, o
el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 6 u 8, o el método in vitro de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 u 8, o el oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacién 7 o la reivindicacion
8, donde el oligonucledtido tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia con respecto a un complemento de un
transcrito antisentido natural del gen de colageno.
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10. El oligonucleétido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6, 8 0 9,
o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 6, 8 0 9, o el método in vitro de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 5, 6, 8 0 9, o el oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 9, donde el oligonucleétido es monocatenario.

11. El oligonucleétido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6, 8 0 9,
0 el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 6, 8 0 9, o el método in vitro de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 5, 6, 8 0 9, o el oligonucleétido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 9, donde el oligonucledétido es un compuesto de siRNA.

12. El oligonucledtido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6 u 8 a
11, o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 6 u 8 a 11, o el método in vitro de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 u 8 a 11, o el oligonucle6tido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 11, donde el oligonuclettido comprende al menos una de las SEQ ID NOs: 10-12 y 14-33.

13. El oligonucledtido para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11, o el uso de acuerdo con la
reivindicacion 11, o el método in vitro de acuerdo con la reivindicaciéon 11, o el oligonucledtido de acuerdo con la
reivindicacion 11, donde el compuesto de siRNA comprende al menos un oligonucleétido seleccionado de entre las
SEQ ID NOs: 20 a 23 y una secuencia de complemento inversa de dicho oligonucleétido seleccionada de entre las
SEQ ID NOs: 30 a 33.

14. El oligonucleétido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6 u 8 a
13, o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 6 u 8 a 13, o el método in vitro de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 u 8 a 13, o el oligonucleétido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 13, donde

a. la expresion del gen de colageno se aumenta en al menos el 10 %; o
b. la expresién de un gen de colageno se disminuye en al menos el 10 %.

15. El oligonucleétido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6 u 8 a
14, o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3, 4, 6 u 8 a 14, o el método in vitro de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 u 8 a 14, o el oligonucleétido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 14, donde el oligonucleétido comprende ademas una o mas modificaciones que comprenden

a. al menos un enlace internucleésido modificado seleccionado de entre: un fosforotioato, 2'-ometoxietilo (MOE), 2'-
fluoro, alquilfosfonato, fosforoditioato, alquilfosfonotioato, fosforamidato, carbamato, carbonato, fosfato triéster,
acetamidato, carboximetil éster, y combinaciones de los mismos;

b. al menos un nucleétido modificado seleccionado de entre: un acido nucleico peptidico (PNA), un acido nucleico
bloqueado (LNA), un acido arabino-nucleico, un analogo, un derivado, y combinaciones de los mismos; o

c. al menos un resto de azUcar modificado seleccionado de entre: un resto de azlUcar modificado con 2'-O-
metoxietilo, un resto de azicar modificado con 2'-metoxi, un resto de azicar modificado con 2'-O-alquilo, un resto de
azucar biciclico, y combinaciones de los mismos.

16. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un oligonucleétido que tiene las
caracteristicas de un oligonucleétido definido en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 15 y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

17. Uso de un oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 15 en un método
cosmético.
18. Uso de un oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacién 17 para tratar una indicacion cosmética

seleccionada de entre envejecimiento de la piel, afeccién cutanea causada por la edad, el desarrollo de arrugas o un
efecto del envejecimiento natural.
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Figura 1
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Figura 2
Diferencia en veces en nimero de copias de ARNm en comparacién con el control
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Figura 3

Diferencia en veces en n.° de copias de ARNm en comparacion con el control
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