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DESCRIPCION
Triciclo-ADN fosforotioato
Campo de la invencion

La presente descripcién se refiere a una molécula de acido nucleico que contiene una secuencia de
triciclonucledsidos unidos por enlaces fosforotioato internucleosidicos. La descripcidon también se refiere a
oligonucledtidos antisentido sintéticos y a métodos en los que se emplean.

Antecedentes de la invencion

Los triciclo-ADN (tc-ADN) son una clase de analogos de ADN restringidos en los que cada nucledtido esta
modificado por la introduccién de un anillo de ciclopropano para restringir la flexibilidad conformacional de la cadena
principal y optimizar la geometria del angulo de torsién y de la cadena principal. Los tc-ADN que contienen adenina y
timina homobasicos forman pares de bases A-T extraordinariamente estables con los ARN complementarios.

Recientemente, los autores de la presente invencion han propuesto el uso de las propiedades ventajosas de esta
clase de acidos nucleicos en oligonucledtidos antisentido para el tratamiento diversas enfermedades. La Solicitud
PCT Num. PCT/EP2010/054735 describe oligonucledtidos antisentido sintéticos y métodos que emplean
oligonucledtidos antisentido para modificar eventos de corte y empalme que se producen durante el procesamiento
del pre-ARNm o para regular a la baja la expresion de ARNm mutado que contiene secuencias repetidas, tales
como, por ejemplo, CUG, CAG, y/o CCUG 3' o 5'. Mas especificamente, se ha demostrado que los oligonucledtidos
antisentido de triciclo-ADN son eficaces para facilitar la omisidon de exones durante el procesamiento del pre-ARNm,
para enmascarar secuencias intronicas silenciadoras y/o secuencias tallo-bucle en el pre-ARNm, y en el
direccionamiento de la destruccion del ARNm mediada por ARNasa.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es la miopatia hereditaria mas comun, que afecta aproximadamente a uno
de cada 3.500 varones, independientemente de la etnia. La consecuencia mas importante de la DMD es que las
fibras musculares se vuelven particularmente fragiles y la actividad muscular natural provoca dafios generales en el
tejido muscular. La carencia de distrofina hace que las fibras musculares sean particularmente vulnerables al estrés
mecanico, y experimenten ciclos de necrosis recurrentes. Como resultado, los pacientes muestran una debilidad
progresiva de los musculos esqueléticos, que con el tiempo son reemplazado por tejido adipofibrético, lo que
conduce a la pérdida de deambulacién en torno a la edad de doce afios, con lo cual la muerte prematura es causada
por insuficiencia respiratoria o cardiomiopatia entre la segunda y la cuarta décadas. Ademas, aproximadamente un
tercio de los pacientes con DMD también muestran deterioro cognitivo lo que sugiere una alteracion notable de la
funcién neuronal y cerebral. La DMD afecta a todos los musculos voluntarios e implica al corazén y a los musculos
respiratorios en las fases mas tardias de la enfermedad. El corazén y el SNC deberian por lo tanto preferiblemente
ser el objetivo de cualquier terapia implementada para tratar o aliviar los sintomas de los pacientes con DMD.

Se buscd un nueva clase de compuestos que tuvieran una eficacia mejorada en comparacion con los
oligonucledtidos de triciclo-ADN. La presente invencion describe la sintesis, propiedades y usos de los triciclo-
nucledtidos fosforotioato.

Compendio de la invencion

Los autores de la presente invencion han demostrado sorprendentemente que las moléculas de acido nucleico que
comprende los triciclo-nucleétidos fosforotioato son, ademas de su capacidad compartida con las moléculas de tc-
ADN de ser activos en una amplia gama de musculos, altamente eficaces para penetrar en el tejido cardiaco y son
altamente activos en células cardiacas. También se ha demostrado que tales triciclo-nucledtidos fosforotioato son
capaces de rescatar la expresidon de una proteina, en particular, la distrofina, en el SNC después de la
administracion sistémica. Los autores de la presente invencién han mostrado por lo tanto la propiedad inesperada de
las moléculas de acido nucleico que comprenden nucleétidos de triciclo-fosforotioato de cruzar la barrera
hematoencefalica.

La invencion se refiere por lo tanto a moléculas de acido nucleico que comprenden ftriciclo-nucledsidos unidos por
enlaces fosforotioato internucleosidicos (enlaces 3'-OPS-O-5'), en donde:

e |a proporcion de triciclo-nucledsidos representa al menos 50%, preferentemente al menos 60%, 70%, 80%,
90% 0 95% de nucleosidos totales en la molécula de acido nucleico; y/o

e |la proporcion de enlaces fosforotioato internucleosidicos representa al menos 50%, preferentemente al
menos 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de los enlaces internucleosidicos totales en la molécula de acido
nucleico.

Las moléculas de acido nucleico de la invencion también son referidas como " triciclo-ADN fosforotioato " o "tc-ADN-
PS" en la presente descripcion.

La invencion también se refiere a una composicion que comprende un tc-ADN-PS y un portador. La composicion
2
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puede ser en particular una composicion farmacéutica, en donde el portador es un portador farmacéuticamente
aceptable. La composicion de la invencién también puede comprender opcionalmente un agente activo adicional.

La presente invencion también se refiere a un método para sintetizar moléculas de tc-ADN-PS.

Las moléculas de acido nucleico de la invencién son particularmente Utiles como oligonucleétidos antisentido (AON),
en particular para la obtencién de un efecto antisentido en los musculos y en las células cardiacas, o en el SNC, en
particular, después de la liberacion sistémica del AON. La presente invencion por lo tanto también proporciona AON
de tc-ADN-PS

Puesto que los autores de la presente invencién han demostrado que después de la administracion sistémica, un
AON de tc-ADN-PS de acuerdo con la invencién puede corregir la expresion de la distrofina en los musculos, en el
tejido cardiaco y en el SNC, la invencion se refiere adicionalmente a métodos que emplean los AON de tc-ADN-PS
para el tratamiento de enfermedades. Las enfermedades representativas incluyen, por ejemplo, enfermedades del
corazon, tales como la cardiomiopatia hipertrofica obstructiva causada por mutaciones cMYBP-C y enfermedades
neuromusculares tales como la distrofia muscular de Duchenne, la atrofia muscular espinal, y la distrofia mioténica
de Steinert. Mas generalmente, la invencion se refiere a un método de correccién de la expresion génica anormal en
una célula de un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto un oligonucleétido antisentido de tc-ADN-PS,
en donde dicho oligonucledtido antisentido de tc-ADN-PS es complementario a una porcion de un ARN codificado
por dicho gen. En una realizacion preferida, dicho oligonucleétido antisentido de tc-ADN-PS se administra
periféricamente al sujeto en una cantidad suficiente para corregir dicha expresion anormal. La administracion
periférica preferida incluye la inyeccion sistémica tal como la inyeccion intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o
intra-arterial.

La invencion también se refiere a un método de tratamiento de una enfermedad genética causada por la expresion
génica anormal en un tejido o una célula de un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto un
oligonucledtido antisentido de tc-ADN-PS, en donde dicho oligonucledtido antisentido de tc-ADN-PS es
complementario a una porcion de un ARN codificado por dicho gen. El oligonucleétido antisentido de tc-ADN-PS se
administra de manera preferente periféricamente al sujeto en una cantidad suficiente para corregir dicha expresion
anormal. En particular, el tejido o la célula se pueden seleccionar entre tejidos o células musculares, cardiacos y del
SNC.

Se ha demostrado que los tc-ADN-PS de la presente invencion son transportados en el torrente sanguineo después
de la aplicacién subcutanea o sistémica intravenosalintraperitoneal a todos los musculos esqueléticos, al SNC y al
musculo cardiaco y absorbidos por estos tejidos.

Otros objetos y aplicaciones se haran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de la invencion.
Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra las estructuras quimicas y las secuencias de oligonucleétidos de PMO morfolino, 2'0O-Me-PS-
ARN, tc-ADN y Tc-ADN fosforotioato utilizadas para la omision del exén 23 del pre-ARNm de distrofina en raton
mdXx.

La Figura 2 es una representacion esquematica de la mutacion mdx y el disefio racional del corte y empalme para el
rescate de la distrofina. La mutacién mdx consiste en un Unico cambio de base (transicién de C a T) en el exdn 23
del gen de la distrofina (A). Semejante transicion genera un codén de parada prematuro (UAA) que anula la sintesis
de la distrofina (B). De acuerdo con el ajuste de fase de exones en torno al exén 23, es posible omitir el exén que
alberga el codén de parada prematuro durante el empalme del pre-ARNm utilizando los motivos clave de la
reasociacion de oligonucledtidos antisentido implicados en la definicion del exén 23 (C). El ARNm resultante carente
del exén 23 se puede traducir a una distrofina truncada pero todavia funcional.

La Figura 3 muestra el rescate de la distrofina diseminada en musculos mdx después del suministro de tc-ADN-PS
(M23D+2-13).

(A) Deteccion de ARNm de distrofina con omision del exdn 23 en musculos mdx después del suministro sistémico de
tc-ADN-PS (Dosis: 200 o 50 mg/kg de peso corporal/dos veces por semana; Ruta: intravenosa; Duracion: 12
semanas). Las muestras de ARN se analizaron a las 2 semanas del final del tratamiento por medio de RT-PCR
anidada como se ha descrito previamente. El fragmento de 688 pb que corresponde al ARNm con omision del exén
23 se detecto en todos los musculos sometidos a ensayo incluyendo el corazon. También se representa un diagrama
que muestra los diferentes exones presentes en el pre-ARNm de la distrofina (con o sin la omision del exén 23) y la
posicion en los exones 20 y 26 de los cebadores utilizados para la PCR anidada.

(B) Transferencia Western de proteina total (50 ug) extraida de diferentes musculos de ratones tratados, tefiida con
NCL-DYS1. Las flechas indican la distrofina completa detectada en muestras de musculo normal utilizadas para la
comparacion. Obsérvese que la diferencia de 8 kD esperada entre las proteinas de tipo salvaje y rescatadas no se
pudo resolver en este tipo de gel.
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(C) Porcentaje de omision del exdn analizado por medio de qPCR Tagman (panel izquierdo) y porcentaje de
distrofina rescatada evaluado por medio de transferencia Western (panel derecho). La omision del exén 23 se
expresa como el porcentaje de distrofina total, medido por medio del nivel de expresion del exén 4-5, después de la
normalizacion con un control endégeno. Para la cuantificacion de los niveles de proteina distrofina restaurados en
diferentes musculos, las membranas se convirtieron en cuadros numéricos mediante barrido, y se analizaron las
intensidades de las bandas utilizando el soporte l6gico Imaged 1.46r. Los niveles de distrofina se expresan como el
porcentaje comparado con los niveles en tejido de tipo salvaje. El analisis implicd 3 animales por grupo.

La Figura 4 es una inmunotincion de distrofina de musculos mdx normales (A),no tratados (B), y musculos de raton
mdx 12 semanas después de inyecciones intravenosas de tc-oligonucleotido PS (+2-13) (C) gastrocnemio, (D) tibial
anterior, (E) diafragma.

(F y G) muestran la tincion de distrofina en corazén de mdx de tipo salvaje y tratados, respectivamente. Los nucleos
se contratifieron con Dapi. Leyenda: Deteccion de distrofina en musculos mdx después del tratamiento
sistémico con el oligoémero tc-ADN-PS M23D (+2-13). Los ratones mdx fueron tratados semanalmente con
inyecciones intravenosas de M23D (+2-13) durante 12 semanas, con una dosis de 200 mg/kg de peso corporal. Dos
semanas después de la udltima inyeccion, los musculos se recogieron y se procesaron mediante analisis de
inmunofluorescencia que implicaba la tincién con el anticuerpo monoclonal para distrofina NCL-DYS2. (A y B)
muestran secciones transversales de los musculos normales y mdx. (C, D y E) muestran el inmunomarcaje de
distrofina de muestras de musculo de mdx tratado: gastrocnemio, tibial anterior y diafragma, respectivamente. (F y
G) muestran la tincion de distrofina en mdx de corazén normal y tratado, respectivamente.

La Figura 5 presenta un experimento sobre la comparacion del suministro de tc-oligonucleétido PS intravenoso
versus subcutaneo.

Los animales Mdx se trataron durante 8 semanas con tc-ADN-PS (M23D+2-13) 100 mg/kg dos veces por semana
suministrado mediante inyecciones intravenosas (A) o subcutaneas (B). Ambas rutas de administracion dan lugar a
resultados similares como se muestra mediante analisis de transferencia Western (cada calle se cargé con 100 ug
de proteina total) de muestras de musculo tefiidas con el anticuerpo monoclonal NCL-DYS1). El analisis se realizé 2
semanas después del final del tratamiento. Las flechas indican la distrofina completa, como se detecté en la calle
cargada con musculo de tipo salvaje.

La Figura 6 presenta fotografias de transferencias Western que muestran la expresion de la proteina distrofina en
musculo cardiaco en ratones mdx después del tratamiento sistémico con oligémero tc-ADN-PS M23D(+2-13). Los
resultados del analisis de transferencia Western (utilizando el anticuerpo monoclonal NCL-DYS1 para distrofina) de
los extractos de proteina total (100 ug cargados) aislada de los corazones de 3 ratones mdx tratados con el
oligobmero de tc-ADN M23D(+2-13) (asteriscos de color blanco) (inyecciones bisemanales - subcutaneas e
intravenosas - a 100 mg/kg durante 8 semanas). (A); y 3 ratones mdx tratados en las mismas condiciones con
oligébmero de tc-ADN-fosforotioato (-PS) M23D(+2-13) (asteriscos de color negro) (B). La flecha indica la distrofina de
427 kD completa, detectada en las calles de los correspondientes controles de tipo salvaje para la comparacion
semi-cuantitativa de la deteccion de sefial de distrofina. Los extractos de corazén de tipo salvaje se diluyeron de 30 a
5% para (A) y de 10 a 1,25% para (B) en extractos de corazén mdx con el fin de normalizar la cantidad de carga de
proteina a 100 pg por calle.

La Figura 7 es un gel de agarosa de reacciones de PCR anidadas que muestran la omision de pre-ARNm de
distrofina en el SNC de ratones mdx tratados con el oligonucleétido de tc-ADN M23D (+2-13) o el oligonucledtido de
tc-ADN-PS M23D (+2-13). Las inyecciones se han realizado por via sistémica o por medio de inyeccion
estereotaxica en la cisterna magna.

Leyenda: Deteccién del ARNm de distrofina con el exén 23 omitido en el sistema nervioso central mdx después del
tratamiento sistémico con oligémeros de tc-ADN o tc-ADN-PS M23D (+2-13). Los ratones mdx fueron tratados dos
veces por semana con inyecciones subcutaneas e intravenosas de M23D (+2-13) (cadenas principales de tc-ADN o
tc-ADN-PS) durante 8 semanas, con una dosis de 100 mg/kg de peso corporal. Una semana después de la ultima
inyeccion, los cerebros se diseccionaron y se procesaron para la deteccion del ARNm de distrofina con el exén 23
omitido. Las muestras de ARN se analizaron mediante RT-PCR anidada utilizando cebadores (Fo(out)/Fi(in)
hibridacion exén 20 y Ro/Ri hibridacion exén 26 y la unidon 22-24, respectivamente) que permiten el reconocimiento
especifico del mensajero omitido como un fragmento de 398 pb. Obsérvese que puesto que el cebador RI reasocia
especificamente el limite del exdn 22-ex6n 24, el ARNm de distrofina no omitido no se amplifica y la banda de 398
pb solamente se puede detectar en muestras que contienen ARNm de distrofina que han perdido el exén 23. SM,
marcadores de tamafio; calle 2 - cerebelo mdx no tratado; calles 3-5 - corteza, hipocampo y cerebelo en SNC mdx
un mes después de una inyeccion estereotaxica de 400 pg de tc-ADN M23D (+2-13) en la Cisterna Magna; calles 6
a 8 - cerebelo en 3 ratones mdx después de tratamiento sistémico con tc-ADN M23D (+2-13); (* de color blanco);
calles 9 a 11 - cerebelo en 3 ratones mdx después de tratamiento sistémico con tc-ADN fosforotioato (-PS) M23D
(+2-13) (* de color negro) Deteccion de la omision del exdn 23 en corteza, hipocampo y cerebelo después de 5
semanas de tratamiento sistémico utilizando una dosis de solo 25 mg/kg/semana de tc-ADN-PS M23D (+2-13).
Obsérvese que el tratamiento sistémico con el oligémero tc-ADN-PS M23D (+2-13) rescata el ARNm de la distrofina
en el SNC después de la administracion sistémica, mientras que la forma tc-ADN requiere la liberacion intracerebral.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2651216713

La Figura 8 presenta el rescate de ARNm de distrofina en el SNC de ratones mdx después del suministro sistémico
de tc-ADN-PS (M23D+2-13) a dos dosis diferentes.

(A) Efectos de tc-ADN-PS M23D en el SNC después del suministro sistémico (Dosis: 200 y 50 mg/kg/semana; Ruta:
intravenosa; Duracion: 12 semanas). Se analizaron muestras de ARNm de cerebro completo o cerebelo mediante
RT-PCR anidada utilizando cebadores especificos que amplifican especificamente el ARNm de distrofina con el
exon 23 omitido (amplicon de 398 pb). Se utilizd una muestra del tibial anterior de un MDX tratado como control
positivo. (B) Porcentaje de omisién del exén analizado mediante gPCR Tagman en el cerebro completo y el cerebelo
de animales tratados (n = 3 por grupo).

La Figura 9 presenta experimentos que demuestran que el suministro sistémico de tc-ADN-PS (M23D+2-13)
mejoraba el fenotipo MDX. (A) Niveles de creatina quinasa en suero en animales tratados en comparacion con el tipo
salvaje y MDX no tratado (n = 3 por grupo). P < 0,001 para 200 mg/kg/semana y p < 0,05 para 50 mg/kg/semana. (B)
Para ambos regimenes (200 o 50 mg/kg), los niveles de ALT y AST en suero apoyan que el tc-ADN-PS no provoca
toxicidad hepatica. P > 0,05 en comparacion con ratones MDX no tratados. (C) Mejora de la funcién muscular en
ratones tratados con tc-ADN-PS. Se analizaron los musculos tibiales anteriores (TA) de ratones MDX tratados para
determinar su fuerza especifica (fuerza maxima normalizada para la zona transversal). p < 0,001 para 200
mg/kg/semanay p < 0,05 en comparacién con ratones no tratados. (D) Se evalué el porcentaje de caida de la fuerza
midiendo el déficit de fuerza después de una serie de tres contracciones excéntricas. Los valores confirman que los
musculos en los animales MDX tratados eran mas resilientes que en los MDX no tratados. La caida de la fuerza en
los ratones tratados (200 y 50 mg/kg/semana) no es significativamente diferente de la del tipo salvaje.

La Figura 10 presenta experimentos que muestran el rescate de distrofina en el modelo de ratéon dKO después del
suministro intravenoso de tc-ADN-PS (M23+2-13).

(A) El tratamiento sistémico con tc-ADN-PS (M23D+2-13) (Dosis: 200 mg/kg/semana; Ruta: intravenosa y
subcutanea alternantes) evita el comienzo de la patologia distrofica en ratones dKO. Fotografia de un ratén dKO no
tratado a las 12 semanas de edad (izquierda), que presenta una fuerte cifosis y contracturas de las articulaciones en
comparacion con una camada tratada (derecha), que parece sana. El tratamiento se inici6 a las 3 semanas de edad.
(B) Deteccion de ARNm de distrofina con el exén 23 omitido en musculo kDO después del suministro sistémico de
tc-ADN-PS (Dosis: 200 mg/kg/semana; Ruta: intravenosa y subcutanea alternantes; Duracion: 20 semanas). Las
muestras de ARN se analizaron a las 2 semanas del final del tratamiento mediante RT-PCR anidada como se ha
descrito previamente. El fragmento de 688 pb que corresponde al ARNm con el exén 23 omitido se detectd en todos
los musculos sometidos a ensayo incluyendo el corazén. (C - F). Inmunotincién de distrofina sobre secciones
transversales de musculos de dKO tratados: (C) tibial anterior; (D) gastrocnemio; (E) diafragma; (F) corazoén. Las
secciones de animales no tratados estaban desprovistas de tincion de distrofina. Los nucleos se contratifieron con
Dapi (color azul). (G) Porcentaje de omision de exén analizado por medio de gPCR Tagman en diferentes musculos
y cerebro después de 5, 11, 18 o0 20 inyecciones.

La Figura 11 es un diagrama que muestra los resultados esperados después de un afio de tratamiento. Conforme al
efecto cumulativo de inyecciones sistémicas repetidas, se espera que el efecto maximo del tratamiento se logre a
aproximadamente 20 semanas para el diafragma (observado durante el transcurso del experimento) y 40 semanas
para los otros musculos esqueléticos. También se podria esperar que la omisién de exones alcanzara 60% en el
musculo cardiaco y aproximadamente 15% en el SNC.

La Figura 12 presenta experimentos que muestran que el suministro sistémico de tc-ADN-PS (M23D+2-13)
mejoraba el fenotipo dKO.

(A) Niveles de creatinina quinasa en suero en animales tratados en comparacion con el tipo salvaje y dKO no tratado
(n=5 por cohorte) (p<0,05). (B y C) Los ratones fueron analizados a las 10 semanas de edad con jaulas de actividad
de comportamiento de campo abierto. (B) tiempo activo acumulado y (C) distancia recorrida viajada a lo largo de una
hora (n=5 por cohorte). (D - F) Mejora de la funcién del musculo en ratones tratados con tc-ADN-PS. (D) La
evaluacion de la funcion del musculo del miembro anterior muestra una mejora fisica en dKO tratados P<0,05. (E)
Se analizaron los musculos extensor digitorum longus (EDL) de ratones dKO tratados para determinar su fuerza
especifica (fuerza maxima normalizada para el area transversal). (F) Se evalla el porcentaje de caida de la fuerza
midiendo el déficit de fuerza después de una serie de 5 contracciones excéntricas. p<0,05 en comparaciéon con
ratones dKO no tratados. Los valores confirman que los musculos en los animales dKO no tratados eran mas
resilientes que en dKO no tratados. Se muestra la barra de error como las medias + ETM (N=5 por cohorte).

Las Figuras 13 y 14 presentan experimentos que muestran el efecto duradero de tc-ADN-PS (M23D+2-13). la
Figura 13 muestra la farmacocinética de tc-ADN-PS (M23D+3-13) después de la inyeccion intravenosa (A). Los
ratones recibieron una sola inyeccion de oligonucleétidos a la concentracion de 200 mg/kg. Se recogieron muestras
de suero en diferentes momentos puntuales y se analizaron mediante HPLC-MS/MS para apreciar los niveles de tc-
ADN-PS en el compartimento sanguineo. (B) La durabilidad del tratamiento se evalu6 comparando el porcentaje de
omisién en animales cargados con la misma cantidad de tc-ADN-PS (cantidad total de aproximadamente 15 mg)
pero se analiz6 a las 2 semanas o a las 13 semanas del final del tratamiento. De manera importante,
aproximadamente 3 meses después de la Ultima inyeccion, los niveles de omision todavia eran significativamente
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muy altos, representando casi la mitad del resultado inicial medido 2 semanas después del tratamiento. Esto sugiere
que los tc-ADN-PS son estables en células y se podrian volver a emplear a lo largo del tiempo limitando de ese
modo la necesidad de reponer tejidos tan a menudo como se requeriria si estos oligos se destruyeran o titularan
mediante si diana de ARNm. La Figura 14 muestra otro modo de someter a ensayo la persistencia del efecto del
tratamiento. Se trataron tres conjuntos de animales con la misma cantidad de tc-ADN-PS M23D(+2-13). El conjunto
1 durante 12 semanas a 200 mg/kg/semana, el Conjunto 2 durante 12 semanas a 50 mg/kg/semana y el Conjunto 3
durante 4 semanas a 200 mg/kg/semana seguido de 8 semanas a 50 mg/kg/semana.

Los musculos se recogieron 2 semanas después del final del tratamiento y se analizaron mediante RT-PCR Tagman.
(n=3 por cohorte).

La Figura 15 muestra el efecto del suministro sistémico de tc-ADN-PS (ISS7) en el modelo de raton SMA (FVB.Cg-
Tg(SMN2)2Hung Smn 1tm1Hung/J). Los ratones SMA de tipo Ill (FVB.Cg-Tq(SMN2)2Hung Smn1™"""9/}) tienen
desactivado Smn (Smn1 -/-) y contienen un transgén SMN2 formado por dos copias en tandem del gen SMN2
humano. estos animales presentan caracteristicas tipicas incluyendo necrosis de la cola que empieza a
aproximadamente un mes de edad. Semejante necrosis se extiende progresivamente hacia las auriculas de las
orejas y los pies y mas adelante estos animales presentan debilidad muscular.

La fotografia muestra 3 individuos de tipo Ill (un mes de edad). El superior es un control no tratado que muestra la
tipica necrosis de la cola; los otros dos, tratados con tc-ADN-PS (ISS7) no muestran tal caracteristica indicando que
el gen SMN2 se ha rescatado por inclusiéon del exén 7, dando lugar de ese modo a SMN: Recibieron una Unica
inyeccion ICV (intracerebrovascular) al nacer (5 pl que contenian 20 ug de tc-ADN-PS (ISS7) e inyecciones
repetidas SC (subcutaneas) una vez a la semana a una dosis de 200 mg/kg.

La Figura 16 presenta un experimento que muestra la eficacia in vitro de un oligonucleétido tc-ADN que se dirige a
amplificaciones de CUG.

La Figura 17 presenta un experimento que muestra la eficacia in vitro de un oligonucleétido tc-ADN-PS que se dirige
a amplificaciones de CUG.

Las Figuras 18 a 20 presentan experimentos que muestran la eficacia in vitro de un oligonucledétido tc-ADN-PS que
se dirige a amplificaciones de CUG.

Descripcion detallada

La presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de que las moléculas de triciclo-ADN fosforotioato,
ilustradas por el oligonucleétido antisentido de tc-ADN-PS (AON) denominado M23D (+02-13), pueden ser liberadas
en las células cardiacas y en el sistema nervioso central (SNC) después de la administracion intravenosa para
restaurar un gen mutado, tal como un gen de distrofina mutado .

Este descubrimiento es bastante sorprendente ya que la version ftriciclo-ADN del oligonucleétido (es decir, un
oligonucledtido que comprende enlaces fosfodiéster clasicos entre triciclo-nucledsidos) no es tan eficaz en la
modificacion de la expresion génica en las células cardiacas, o en el SNC después de la administracion sistémica.
Ademas, ni PMO ni 2'OMe-PS-ARN han demostrado eficacia en la modificacion de la expresion génica en las
células cardiacas a dosis aceptables para el uso en sujetos humanos (Yokota, T et al Ann Neurol 2009; Mol Ther.
2010 Jun; 18(6):1210-7. Preclinical PK and PD studies on 2'-O-methyl-phosphorothioate RNA antisense nucleotides
in the mdx mouse model. Heemskerk H, de Winter C, van Kuik P, Heuvelmans N, Sabatelli P, Rimessi P, Braghetta
P, van Ommen GJ, de Kimpe S, Ferlini A, Aartsma-Rus A, van Deutekom JC.). Para estas quimicas, entrar en las
células cardiacas requiere o bien dosis excepcionalmente altas tales como 3 g/kg - 300 veces la dosis utilizada en
las pruebas clinicas hoy en dia (Gene Ther. Enero 2010; 17(1):132-40. Dose-dependent restoration of dystrophin
expression in cardiac muscle of dystrophic mice by systemically delivered morpholino. Wu B, Lu P, Benrashid E,
Malik S, Ashar J, Doran TJ, Lu QL) o bien péptidos penetrantes conjugados o estrés mecanico tal como ultrasonidos
(Mol Ther. Jul 2011; 19(7):1295-303. Pip5 transduction peptides direct high efficiency oligonucleotide-mediated
dystrophin exon skipping in heart and phenotypic correction in mdx mice. Yin H, Saleh AF, Betts C, Camelliti P, Seow
Y, Ashraf S, Arzumanov A, Hammond S, Merritt T, Gait MJ, Wood MJ; Ultrasound Med Biol. Jun 2009; 35(6):976-84.
Microbubble stability is a major determinant of the efficiency of ultrasound and microbubble mediated in vivo gene
transfer. Alter J, Sennoga CA, Lopes DM, Eckersley RJ, Wells DJ.)

El presente descubrimiento encontrara una amplia aplicacion en el tratamiento de enfermedades genéticas, en
general, y mas especificamente, en el tratamiento de enfermedades neuromusculares o musculoesqueléticas, tales
como la distrofia muscular de Duchenne, la atrofia muscular espinal, y la distrofia mioténica de Steinert, y en el
tratamiento de enfermedades del corazon o del SNC.

Definiciones

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "enlace fosforotioato" se refiere a un radical 5' . . . -OP(S)-O-. . .
3' entre dos nucledsidos adyacentes en una molécula de acido nucleico.
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Segun se utiliza en la presente memoria, el término "triciclo-ADN (tc-ADN)" se refiere a una clase de analogos de
ADN restringidos en los que cada nucledtido estd modificado por la introduccidon de un anillo de ciclopropano para
restringir la flexibilidad conformacional de la cadena principal y optimizar la geometria del angulo de torsién y de la
cadena principal (Ittig et al., Nucleic Acids Res. 32:346-353 (2004); Ittig et al., Prague, Academy of Sciences of the
Czech Republic. 7:21-26 (Coll. Symp. Series, Hocec, M., 2005); lvanova et al., Oligonucleotides 17:54-65 (2007);
Renneberg et al., Nucleic Acids Res. 30:2751-2757 (2002); Renneberg et al., Chembiochem. 5:1114-1118 (2004); y
Renneberg et al., JACS. 124:5993-6002 (2002)). Los tc-ADN que contienen adenina y timina homobasicos forman
pares de bases A-T extraordinariamente estables con los ARN complementarios.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "triciclo-nucledsido” se refiere a una subunidad de una molécula
de acido nucleico que tiene la siguiente férmula:

,
O

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "oligonucledtido antisentido (AON)" se refiere a un
oligonucledtido que es capaz de interactuar con y/o hibridar con un pre-ARNm o un ARNm que tiene una secuencia
de nucleotidos complementaria modificando de este modo la expresién génica.

Segun se utiliza en la presente memoria, una "base" se refiere a bases tipicas de ADN y de ARN (uracilo, timina,
adenina, guanina y citosina), y a bases modificadas o analogos de bases (p. €j., 5-metilcitosina, 5-bromouracilo o
inosina). Un analogo de base es un producto quimico cuya estructura molecular imita la de una base de ADN o ARN
tipica.

Segun se utiliza en la presente memoria, "complementaria” se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
formar uno o varios enlaces de hidrégeno con otra molécula de acido nucleico, ya sea mediante emparejamiento
tradicional de bases de Watson-Crick o mediante otros tipos de emparejamiento no tradicionales (p. €j., enlace de
hidrégeno de Hoogsteen o Hoogsteen invertido) entre nucledsidos o nucleétidos complementarios. En referencia al
AON de tc-ADN-PS de la presente descripcion, la energia libre de uniéon para un AON de tc-ADN-PS con su
secuencia complementaria es suficiente para permitir que la funcion correspondiente del AON de tc-ADN-PS prosiga
y haya un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del AON de tc-ADN-PS a
secuencias no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, en condiciones fisiolégicas en
el caso del tratamiento terapéutico ex vivo o in vivo. La determinacion de las energias libres de union para las
moléculas de acido nucleico es bien conocida en la técnica (véanse p. e€j., Turner et al., CSHSymp. Quant. Biol.
LI:123-133(1987); Freier et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 83:9373-77 (1986); y Turner et al., J. Am. Chem. Soc.
109:3783-3785 (1987)). Por lo tanto, "complementario” (o "hibridable especificamente") son términos que indican un
grado suficiente de complementariedad o emparejamiento preciso de manera que se produce una union estable y
especifica entre un AON de tc-ADN-PS y un pre-ARNm o ARNm diana.

Se entiende en la técnica que una molécula de acido nucleico no necesita ser 100% complementaria a una
secuencia de acido nucleico diana para ser especificamente hibridable. Es decir, dos o0 mas moléculas de acido
nucleico pueden ser menos que totalmente complementarias. La complementariedad se indica mediante un
porcentaje de residuos contiguos en una molécula de acido nucleico que puede formar enlaces de hidrogeno con
una segunda molécula de acido nucleico. Por ejemplo, si una primera molécula de acido nucleico tiene 10
nucledtidos y una segunda molécula de acido nucleico tiene 10 nucleétidos, el emparejamiento de bases de 5, 6, 7,
8, 9, 0 10 nucledtidos entre la primera y segunda moléculas de acido nucleico representa una complementariedad de
50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100%, respectivamente. Moléculas de acido nucleico "perfectamente" o
"completamente” complementarias significan aquellas en las que todos los residuos contiguos de una primera
molécula de acido nucleico se uniran mediante puentes de hidrégeno con el mismo numero de residuos contiguos de
una segunda molécula de acido nucleico, en donde las moléculas de acido nucleico tienen el mismo numero de
nucledtidos (es decir, tienen la misma longitud) o las dos moléculas tienen diferentes longitudes.

Segun se utilizan en la presente memoria, los términos "ARNm precursor" o "pre-ARNm" se refieren a una unica
cadena inmadura de acido ribonucleico mensajero (ARNm) que contiene una o mas secuencias intermedias
(intrones). El pre-ARNm es transcrito por una ARN polimerasa a partir de un molde de ADN en el nacleo celular y se
compone de secuencias alternas de intrones y regiones codificantes (exones). Una vez que un pre-ARNm ha sido
completamente procesado mediante corte y empalme de intrones y union de exones, es referido como "ARN
mensajero” o "ARNm", que es un ARN que esta formado exclusivamente por exones. Los pre-ARNm eucariéticos
existen solo transitoriamente antes de ser completamente procesados a ARNm. Cuando un pre-ARNm ha sido
procesado correctamente a una secuencia de ARNm, es exportado fuera del ndcleo y eventualmente traducido a
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proteina por los ribosomas en el citoplasma.

Segun se utilizan en la presente memoria, los términos "corte y empalme" y "procesamiento” se refieren a la
modificacion de un pre-ARNm después de la transcripcion, en la que se eliminan los intrones y se unen los exones.
El corte y empalme se produce en una serie de reacciones que estan catalizadas por un gran complejo de ARN-
proteina compuesto de cinco ribonucleoproteinas nucleares pequefias (SnRNP) denominado espliceosoma. Dentro
de un intrén, se requieren para el corte y empalme "sitio de empalme 3', un sitio de empalme 5', y un sitio de
ramificacion. Los componentes de ARN de los snRNP interactidan con el intron y pueden estar implicados en la
catalisis.

El corte y empalme del pre-ARNm implica dos reacciones bioquimicas sucesivas. Ambas reacciones implican la
transesterificacion del espliceosoma entre los nucledtidos del ARN. En una primera reaccién, el 2'-OH de un
nucledtido del punto de ramificacion especifico dentro de un intréon, que se define durante el ensamblaje del
espliceosoma, realiza un ataque nucledfilo sobre el primer nucleétido del intrén en el sitio de empalme 5' formando
un intermedio de lazo. En una segunda reaccion, el 3'-OH del exén 5' liberado realiza un ataque nucleofilico en el
ultimo nucledtido del intrén en el sitio de empalme 3' uniendo de ese modo los exones y soltando el lazo del intrén.
El corte y empalme del pre-ARNm esta regulado por numerosos factores tales como secuencias potenciadoras o
inhibidoras del empalme exdnico, y en particular también por secuencias silenciadoras intrénicas (ISS) y secuencias
de tallo-bucle terminales (TSL).

Segun se utilizan en la presente memoria, los términos "secuencias silenciadoras intrénicas (ISS)" y "tallo- bucle
terminal (TSL)" se refieren a elementos de secuencia dentro de los intrones y exones, respectivamente, que
controlan el corte y empalme alternativo mediante la unién de factores de proteinas que actdan en trans dentro de un
pre-ARNm dando como resultado de ese modo el uso diferencial de los sitios de empalme. Tipicamente, las
secuencias silenciadoras intrénicas se encuentran entre los nucledtidos 8 y 16 y estan menos conservadas que los
sitios de empalme en las uniones exdén-intrén. Las secuencias de tallo bucle terminales se encuentran tipicamente
entre los nucledtidos 12 y 24 y forman una estructura de bucle secundario debido a la complementariedad, y por lo
tanto la unién, dentro de la secuencia de los nucleétidos 12-24.

Por "sujeto" se quiere significar un organismo, que es un donante o receptor de células explantadas o las propias
células. "Sujeto" también se refiere a un organismo al que se pueden administrar las moléculas de acido nucleico de
esta descripcion. En una realizacion, un sujeto es un mamifero o célula de mamifero. En otra realizacién, un sujeto
es un ser humano o una célula humana.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad de
molécula de tc-ADN-PS (p. gj., un AON) que es suficiente, en el sujeto (p. €j., ser humano) al cual se administra,
para tratar o prevenir una enfermedad, trastorno, o afecciéon indicados. La molécula de tc-ADN-PS de la presente
invencion, individualmente, o combinada o junto con otros farmacos, se puede utilizar para tratar enfermedades o
afecciones, en particular las comentadas en la presente memoria. Por ejemplo, para tratar una enfermedad,
trastorno o afeccion concretos, el tc-ADN-PS se puede administrar a un paciente o se puede administrar a otras
células apropiadas evidentes para los expertos en la técnica, individualmente o combinado con uno o mas farmacos,
en condiciones adecuadas para el tratamiento.

Segun se utiliza en la presente memoria, la expresion "farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades
moleculares y composiciones que son fisiolégicamente tolerables y no producen tipicamente una reaccion alérgica o
adversa similar, tal como molestias gastricas, mareos y similares, cuando se administran a un ser humano.
Preferiblemente, segun se utiliza en la presente memoria, el término "farmacéuticamente aceptable" significa
aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal, o enumerada en la Farmacopea Europea o de
los Estados Unidos u otra Farmacopea reconocida generalmente para su uso en animales, y mas concretamente en
seres humanos.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "aislado" significa que el material referenciado se ha retirado de
su entorno nativo, p. €j., una célula. De este modo, un material biolégico aislado puede estar libre de algunos o de
todos los componentes celulares, es decir los componentes de las células en los que el material nativo se produce
de forma natural (p. €j., componentes citoplasmicos o de membrana).

El término "purificado" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a un material que ha sido aislado en
condiciones que reducen o eliminan la presencia de materiales no relacionados, es decir contaminantes, incluyendo
materiales nativos a partir de los cuales se obtiene el material. Por ejemplo, una molécula de tc-ADN-PS purificada
esta preferiblemente sustancialmente libre de componentes celulares o de cultivo, incluyendo componentes de
cultivo de tejidos, contaminantes, y similares. Segun se utiliza en la presente memoria, el término "sustancialmente
libre" se utiliza operacionalmente, en el contexto de las pruebas analiticas del material. Preferiblemente, el material
purificado sustancialmente libre de contaminantes es puro en al menos 50%; mas preferiblemente, puro en al menos
90%, y aun mas preferiblemente puro en al menos 99%. La pureza se puede evaluar por medio de cromatografia,
electroforesis en gel, inmunoanalisis, analisis de la composicion, analisis bioldgico, y otros métodos conocidos en la
técnica.
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En la presente descripcion, se entiende que cualquier intervalo de concentracion, intervalo de porcentaje, intervalo
de proporcion, o intervalo de nimeros enteros incluye el valor de cualquier nimero entero en el intervalo citado vy,
cuando sea apropiado, las fracciones del mismo (tal como una décima y una centésima de un numero entero), a
menos que se indique lo contrario. Ademas, se debe entender que cualquier intervalo numeérico citado en la presente
memoria referente a cualquier caracteristica fisica, tal como subunidades de polimeros, tamafio o espesor, incluye
cualquier nimero entero en el intervalo citado, a menos que se indique lo contrario. Segun se utiliza en la presente
memoria, "aproximadamente" o "que consiste esencialmente en" significa + 20% del intervalo, el valor, o estructura,
indicados a menos que se indique lo contrario.

Segun se utiliza en la presente memoria, los términos "incluyen" y "comprenden” se utilizan indistintamente. Se debe
entender que los términos "un", "una" y "uno" segun se utiliza en la presente memoria se refieren a "uno o mas" de
los componentes enumerados. Se debe entender que el uso de la alternativa (p. €j.,"0") significa uno cualquiera,

ambos, o cualquier combinacién de los mismos de las alternativas.

El término "alrededor de" o "aproximadamente" significa dentro de un intervalo estadisticamente significativo de un
valor. Tal intervalo puede estar dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 50%, mas
preferiblemente dentro de 20%, ain mas preferiblemente dentro de 10%, e incluso mas preferiblemente dentro de
5% de un valor o intervalo dados. La variacién permisible abarcada por el término "alrededor de" o
"aproximadamente" depende del sistema concreto bajo estudio, y puede ser facilimente apreciada por un experto
normal en la técnica.

En la nomenclatura utilizada en la presente memoria para designar los AON, tal como M23D (+02-13), M significa
Raton, 23 es el ID de exdn, D significa el sitio Donador en el extremo 3' del exdn, +2 indica que se inicia el
antisentido dentro del exdn, 2 nucleétido antes del sitio D, -13 indica que el antisentido termina en el 13°" nucleétido
del intr6n aguas abajo.

Moléculas de triciclo-ADN fosforotioato de la invencion y composiciones que las contienen

Un objeto de la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende triciclo-nucledsidos unidos por
enlaces fosforotioato internucleosidicos (enlaces 3'-OPS-O-5'), en donde:

e |a proporcién de triciclo-nucledsidos representa al menos 50%, preferentemente al menos 60%, 70%,
80%, 90% o 95% de nucledsidos totales en la molécula de acido nucleico; y/o

e la proporcion de enlaces fosforotioato internucleosidicos representa al menos 50%, preferentemente al
menos 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de los enlaces internucleosidicos totales en la molécula de acido
nucleico,

también denominados "triciclo-ADN fosforotioato" o "tc-ADN-PS" en la presente descripcion.

La molécula de acido nucleico de la invencion deriva de la mejora de la quimica de ADN que contiene ftriciclo-
nucledsidos, en donde los enlaces fosfodiéster son remplazados por enlaces fosforotioato.

De acuerdo con la presente descripciéon, un acido nucleico de la invencién comprende al menos dos ftriciclo-
nucledsidos adyacentes unidos por un enlace fosforotioato. Esta secuencia de radicales nunca ha sido descrita
antes del presente estudio. Se entendera que la molécula de acido nucleico de la invenciéon también puede
comprender nucleésidos con diferente quimica tales como nucledsidos que contienen ribosa o desoxirribosa
clasicos, nucledsidos de LNA y similares. La molécula de acido nucleico de la invencion también puede contener
otros tipos de enlaces internucleosidico, ademas del enlace fosforotioato, p. €j. el enlace fosfodiéster clasico. Sin
embargo, la invencién se refiere a moléculas de acido nucleico, en la que la proporcidon de ftriciclo-nucledsidos
representan al menos 50%, preferentemente al menos 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de los nucledsidos totales de la
molécula de acido nucleico. Ademas, la invencién se refiere a moléculas de acido nucleico, en las que la proporcién
de enlaces fosforotioato internucleosidicos representa al menos 50%, preferentemente al menos 60%, 70%, 80%,
90% o0 95% de los enlaces internucleosidicos totales de la molécula de acido nucleico. En una realizacion concreta,
todos los nucledsidos de la molécula de acido nucleico de la invencion son triciclo-nucledsidos. En otra realizacion,
todos los enlaces entre subunidades son enlaces fosforotioato.

En una realizacién particularmente preferida, la molécula de acido nucleico de la invencién es una molécula de
triciclo-acido nucleico fosforotioato que comprende subunidades de nucledsidos unidas por enlaces entre
subunidades, en donde todos los nucledsidos son ftriciclo-nucledsidos y todos los enlaces entre subunidades son
enlaces fosforotioato.

Las subunidades de nucledsidos comprendidas en el acido nucleico de la invencion pueden ser seleccionadas para
que estén en una secuencia definida, tal como una secuencia de bases capaz de hibridarse especificamente con
una secuencia diana de acido nucleico de hebra sencilla 0 una secuencia que permita la formacién de una estructura
triplex entre el acido nucleico de la invencién y un duplex de acido nucleico diana. Las secuencias de acido nucleico
diana pueden ser secuencias de ARN y ADN. Cuando sea deseable, los acidos nucleicos de la presente invencion
se pueden marcar con un grupo informador, tal como marcas radiactivas, marcas de biotina, marcas fluorescentes y

9



10

15

20

25

30

ES 2651216713

similares, para facilitar la deteccion del propio acido nucleico y su presencia en, p. €j., en complejos de hibridacion.

El tamafo de la molécula de acido nucleico de la invencién dependera del uso concreto que para el que se prepare.
Por ejemplo, la molécula de tc-ADN-PS de la invencién puede tener al menos 3 nucleétidos de longitud, en
particular al menos 5, 10, 20, 30, 40 o 50 nucledtidos de longitud. En una realizacion concreta, la molécula de tc-
ADN-PS de la invencion comprende entre 3 y 50 nucledtidos, en particular entre 5 y 21 nucledtidos, en particular
entre 6 y 18 nucledtidos. Curiosamente, los oligonucleétidos de tc-ADN-PS pueden ser abreviados a 15 unidades
simples, mientras que PMO morfolino y 2'0-Me-PS-ARN estan formados generalmente por 24 y 20 unidades
simples, respectivamente. Por lo tanto, la invencién se refiere en particular a moléculas de tc-ADN-PS que
comprenden o que consisten en, 15 nucledtidos. En una realizaciéon concreta adicional, la molécula de acido nucleico
de la invencion comprende entre 3 y 20 nucledétidos, en particular entre 10 y 15 nucleétidos.

La sintesis de triciclo-nucledsidos es conocida en la técnica, p. ej. como describen Steffens, R. y Leumann, C. (1997)
Nucleic-acid analogs with constraint conformational flexibility in the sugar-phosphate backbone "Tricyclo-DNA". Parte
1. Preparation of [(5'R,6'R)-2-deoxy-3',5"-ethano-5',6'-methano-B-D-ribofuranosyl]thymine and -adenine, and the
corresponding phosphoramidites for oligonucleotide synthesis. Helv. Chim. Acta, 80, 2426-2439 y in Renneberg, D. y
Leumann, C.J. (2002) Watson-Crick base-pairing properties of tricyclo-DNA. J. Am. Chem. Soc., 124, 5993-6002.

La sintesis de tc-ADN fésforotioato sigue los procedimientos clasicos de sintesis de oligonucleétidos en fase soélida
de acuerdo con el enfoque de la fosforamidita (Oligonucleotide Synthesis - A Practical Approach, Oxford University
Press, Oxford, 1984). En el método de sintesis de la presente descripcion, un primer triciclo-nucledsido se une a un
soporte en fase solida (p. €j. a un vidrio de poro controlado de alquilamina de cadena larga (LCAA-CPG) a través de
un conector succinilo). El primer nucleétido tiene ademas un grupo 5'-OH protegido (p. €j. grupo dimetoxitritil - DMT -
). El grupo 5' protegido se desprotege a continuacion para formar un grupo 5'-OH libre al cual se afiade un segundo
nucledtido. El grupo 5'-OH libre del primer nucleétido se hace reaccionar con una triciclonucleosido-3'-O-cianoetil-
N,N-diisopropilaminofosfor-amidita protegida en 5'. El grupo fosforamidita internucleosidico se sulfura después para
formar un enlace internucleosidico fosforotioato entre el primer y segundo triciclo-nucleésidos. Los grupos 5-OH que
no han reaccionado del primer nucledtido se esterifican (se protegen terminalmente) para evitar la sintesis de
secuencias incompletas. Esta secuencia se repite a continuaciéon para afiadir un tc-nucleétido PS mas tantas veces
como sea necesario para formar la secuencia de acido nucleico completa deseada.

A continuacion, se describe una realizacion concreta del método de sintesis de un acido nucleico de acuerdo con la
presente descripcion, con referencia al Esquema 1.
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Esquema 1: Protocolo general para la sintesis de triciclo-ADN fosforotioato (tc-ADN-PS)
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El ciclo de sintesis en el que una unidad adicional se une a la cadena en crecimiento consiste en cuatro etapas
sucesivas (a-d). Después del ensamblaje de la cadena el oligonucleétido se desprende del soporte soélido y se
desprotege de la forma habitual (NH3 conc., 55°C, 16 h). El vidrio de poro controlado de alquilamina de cadena larga
(LCAA-CPG), al cual se une el primer triciclo-nucledsido a través de un conector de succinilo, se utiliza como soporte
solido. Las sintesis se realizaron generalmente en la escala de 1,3 o 10 pmoles en un ensamblador de genes mas
sintetizador de ADN de Pharmacia. Los triciclo-fosforotioato-oligonucleétidos se sintetizan con un grupo fosfato o
tiofosfato 5' terminal para asegurar la estabilidad quimica del extremo 5' (R. Steffens y C. J. Leumann, J. Am. Chem.
Soc., 1999, 121, 3249-3255). A continuacién se proporcionan las condiciones de cada etapa a) - d) y se optimizan
para una sintesis de 10 ymoles.

a) Destritilacion:

Se enjuaga con acido dicloroacético al 3% en 1,2-dicloroetano (DCE) durante 1,5 min. A continuacion se lavar con
DCE y CH3sCN.

b) Acoplamiento:

Se aplica disoluciéon de fosforamidita (0,1 uyM en CH30N', 400 pL) y activador 5-etiltiotetrazol (ETT, 0,25 M en
CH3CN, 600pL) al soporte solido. Tiempo de acoplamiento: 9 min. A continuacion lavar con CH3CN.

*Se utiliza CH3CN para los elementos fundamentales tc-T, tc-G y tc-C. Por razones de solubilidad el elemento
fundamental tc-A se utiliza en DCE seco como disolvente.

c) Sulfuracion:

Se enjuaga bis(fenilacetil)disulfuro (PADS) en piridina seca/CHsCN 1/1 (0,2 M) se vacia sobre el soporte sélido
durante 3 min. A continuacion se lava con CH3CN

d) Proteccién terminal:

Los grupos 5-hidroxilo que no han reaccionado se protegen terminalmente utilizando disolucion de CapA (4-
dimetilaminopiridina (DMAP, 0,5 M) en CH3CN) y de CapB (anhidrido acético (Ac;O), colidina en CH3CN (2:3:5))
durante 20 s cada uno. A continuacion se lava con CH3zCN.

Los elementos fundamentales de tc-ADN fosforamidita utilizados para la sintesis de la molécula de acido nucleico de
la invencién se pueden sintetizar como describe Steffens y Leumann, C. en Helv. Chim. Acta 80:2426-2439 (1997).
Los ciclos de prolongacion de la cadena pueden ser esencialmente idénticos a los de la sintesis de
oligodeoxinucleotidos naturales. Véase, Pharmacia LKB User's Manual (56-1111-56) (Gene assembler special/4
primers).

La molécula de tc-ADN-PS de la invencion puede ser un oligonucleétido antisentido complementario a una porcion
de un ARN codificado por un gen, en particular un gen humano. La presente invencion también se refiere por lo tanto
a un oligonucledtido antisentido de triciclo-ADN fosforotioato.

La molécula de tc-ADN-PS (u oligonucleétido antisentido) de la invencién puede ser disefiada en particular:

e para efectuar la omisidon del exoén, en particular para la omisidon de uno o mas exones en un gen de
distrofina;

epara facilitar la inclusiéon de un exén durante el procesamiento de un pre-ARNm diana, en particular para
facilitar la inclusion del exén 7 durante el procesamiento de un pre-ARNm de SMN2;

e para el direccionamiento de un ARNm mutado que comprende amplificaciones de CUG en exceso para
evitar el secuestro de proteinas nucleares a las repeticiones de CUG expandidas, por ejemplo para el
direccionamiento de un ARNm de DM1 mutado que comprende amplificaciones de CUG en exceso;

e para facilitar la destrucciéon de un ARNm mutado que comprende amplificaciones de CUG en exceso, por
ejemplo facilitando la destruccion de un ARNm de DM1 mutado que comprende amplificaciones de CUG en
exceso.

Las moléculas de tc-ADN-PS de la presente invencion se pueden formular en una composicion, con un portador. La
composicion puede ser una composicion farmacéutica, siendo el portador un portador farmacéuticamente aceptable.

De este modo, la invencién se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende un acido nucleico de
la invencion, que es, en particular, un oligonucledtido antisentido complementario a una porciéon de un ARN
codificado por un gen, en particular un gen humano, y en donde dicha composicion comprende adicionalmente un
portador farmacéuticamente aceptable. Ademas, la invencién también se refiere a una molécula de acido nucleico de
la invencion, combinada con otro agente terapéutico. La molécula de acido nucleico de la invencion y el otro agente
terapéutico se pueden formular en una composicion farmacéutica, o son parte de una preparacién combinada (kit de
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partes), para uso simultaneo, separado o sucesivo. El experto en la técnica adaptara el otro agente terapéutico y la
secuencia del acido nucleico de la invencion a la enfermedad concreta que se pretenda tratar.

Las moléculas de tc-ADN-PS descritas en la presente memoria pueden estar mezcladas con excipientes adecuados
para la fabricacion de suspensiones acuosas. Tales excipientes son agentes de suspension, por ejemplo
carboximetilcelulosa sédica, metilcelulosa, hidropropil-metilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma de
tragacanto y goma arabiga; los agentes dispersantes o humectantes puede ser un fosfatido de origen natural, por
ejemplo, lecitina, o productos de condensacion de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo estearato de
polioxietileno, o productos de condensacion de 6xido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de
acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietilenosorbitol, o productos de condensacion de éxido de
etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de
polietilensorbitan. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo p-
hidroxibenzoato de etilo o n-propilo. Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacion de una
suspension acuosa mediante la adicion de agua proporcionan el ingrediente activo mezclado con un agente
dispersante o humectante, agente de suspension y uno o mas conservantes.

De acuerdo con una realizacién particular, la invencion se refiere a una composiciéon que comprende una molécula
de tc-ADN-PS como se ha descrito anteriormente y a un portador farmacéuticamente aceptable, siendo la
composicion una composicion inyectable. Las composiciones de tc-ADN-PS pueden estar en la forma de una
suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Las suspensiones se pueden formular de acuerdo con la técnica
conocida utilizando los agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes de suspensién que se han
mencionado anteriormente. La preparacion inyectable estéril también puede ser una disolucion o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo en forma de una
disolucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear se encuentran
agua, solucion de Ringer y solucion isoténica de cloruro sddico. Ademas, se emplean convencionalmente aceites
fijados estériles como disolvente o medio de suspension. Para este propodsito, se puede emplear cualquier aceite
fijado blando incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos tales como el acido oleico
encuentran uso en la preparacion de inyectables.

La presente descripcion también incluye composiciones preparadas para el almacenamiento o administracion que
incluyen una cantidad farmacéuticamente eficaz de la molécula de tc-ADN-PS deseada de la invencidon en un
portador o diluyente farmacéuticamente aceptable. Los portadores o diluyentes aceptables para uso terapéutico son
bien conocidos en la técnica farmacéutica, y se describen, p. ej., en Remington Pharmaceutical Sciences (Mack
Publishing Co., A.R. Gennaro edit., 1985). Por ejemplo, se pueden proporcionar conservantes y estabilizantes. Estos
incluyen benzoato de sodio, acido sorbico y ésteres de acido p-hidroxibenzoico. Ademas, se pueden utilizar
antioxidantes y agentes de suspension.

La presente descripcion también proporciona composiciones y métodos para facilitar la omision de exones o
enmascarar el silenciamiento intrénico o los tallo-bucles terminales en un pre-ARNm o para dirigir la destruccion de
ARNmM en una célula u organismo. En realizaciones relacionadas, esta descripcion proporciona métodos vy
composiciones que comprenden una molécula de tc-ADN-PS de acuerdo con la invencién para tratar a un sujeto,
incluyendo una célula, tejido o individuo humano, que tiene una enfermedad o esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad, en particular una de las enfermedades especificas descritas en la presente memoria. En una
realizacion, el método incluye la administracion de una molécula de tc-ADN-PS de la presente invencion o una
composicion farmacéutica que contiene la molécula de tc-ADN-PS a una célula o un organismo, tal como un
mamifero, de manera que se modifica el procesamiento de un pre-ARNm o se dirige la destruccion de un ARNm.
Los sujetos mamiferos susceptibles de tratamiento utilizando las composiciones y métodos de la presente invencion
incluyen aquellos que sufren de uno o mas trastornos que son susceptibles de tal tratamiento, tales como, por
ejemplo, Distrofia Muscular de Duchenne, Atrofia Muscular Espinal, o Distrofia Mioténica de Steinert.

Las composiciones de tc-ADN-PS de la presente descripcion se pueden emplear eficazmente como formulaciones
farmacéuticamente aceptables. Las formulaciones farmacéuticamente aceptables evitan, alteran la apariciéon o la
gravedad, o tratan (alivian uno o mas sintomas en un grado detectable o medible) de un estado de enfermedad u
otra afeccion adversa en un paciente. Una formulacion farmacéuticamente aceptable incluye sales de los
compuestos anteriores, p. €j., sales de adicion de acido tales como sales del acido clorhidrico, acido bromhidrico,
acido acético, y acido bencenosulfénico. Una composicion o formulacion farmacéutica se refiere a una composicion
o formulacién en una forma adecuada para la administracion, p. ej., administracion sistémica, a una célula o paciente
tal como un ser humano. Las formas adecuadas, en parte, dependen del uso o la ruta de entrada, por ejemplo,
transdérmica o mediante inyeccion. Tales formas no deberian impedir que la composicion o formulacion alcance una
célula diana (es decir una célula en la cual es deseable la liberacion de la molécula de tc-ADN-PS). Por ejemplo, las
composiciones farmacéuticas inyectadas en el torrente sanguineo deben ser solubles. Otros factores son conocidos
en la técnica, e incluyen consideraciones tales como la toxicidad y las formas que impiden que la composicion o
formulacion ejerzan su efecto.

Las composiciones farmacéuticas de esta descripcién también pueden estar en forma de emulsiones de aceite en
agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal o un aceite mineral o mezclas de éstos. Los agentes
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emulsionantes adecuados pueden ser gomas de origen natural, por ejemplo goma arabiga o goma tragacanto,
fosfatidos de origen natural, por ejemplo soja, lecitina, y ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y
hexitol, anhidridos, por ejemplo monooleato de sorbitan, y productos de condensacion de dichos ésteres parciales
con oxido de etileno, por ejemplo monooleato de polioxietilensorbitan.

La molécula de tc-ADN-PS de esta descripcion se puede administrar a un paciente mediante cualquier medio
convencional, con o sin estabilizantes, tampones, o similares, para formar una composicién adecuada para el
tratamiento. Cuando se desea utilizar un mecanismo de liberacion de liposomas, se pueden seguir los protocolos
convencionales para la formacion de liposomas. De este modo las moléculas de acido nucleico de la presente
descripcion se pueden administrar en cualquier forma, por ejemplo por via transdérmica o mediante administracion
local, oral, rectal, intramuscular, intracardiaca, intraperitoneal, loco-regional, sistémica (por ejemplo por via
intravenosa o intraarterial), o inyeccion intratecal .

Esta descripcién también incluye el uso de composiciones que comprenden liposomas modificados en la superficie
que contienen lipidos con poli(etilenglicol) (PEG-modificado, o liposomas o liposomas ocultos de larga circulacion).
Estas formulaciones ofrecen un método para aumentar la acumulacién de la molécula de tc-ADN-PS de la invencién
en los tejidos diana. Esta clase de portadores de farmacos resiste la opsonizacion y eliminacion por el sistema
fagocitico mononuclear (MPS o RES), permitiendo asi los tiempos de circulaciéon de la sangre mas largos y una
mayor exposicion del tejido a la molécula de tc-ADN-PS encapsulada (Lasic et al., Chem. Rev 95:2601-2627 (1995)
e Ishiwata et al., Chem. Pharm. Bull. 43:1005-1011 (1995). Los liposomas de larga circulacion mejoran la
farmacocinética y la farmacodinamica de las moléculas de acido nucleico, en particular en comparacion con los
liposomas catiénicos convencionales que se sabe que se acumulan en los tejidos del MPS (Liu et al., J. Bio. Chem.
42:24864-24870 (1995); Choi et al., Publicacion PCT Num. WO 96/10391; Ansell et al., Publicacion PCT Num. WO
96/10390; Holland et al., Publicacion PCT Num. WO 96/10392). También es probable que los liposomas de larga
circulacién protejan las moléculas de tc-ADN-PS de la invencion de la degradacion por nucleasas en un mayor grado
en comparacion con los liposomas cationicos, basandose en su capacidad para evitar la acumulacion en los tejidos
del MPS metabdlicamente agresivos tales como el higado y el bazo.

Una dosis farmacéuticamente eficaz es la dosis requerida para prevenir, inhibir la aparicion o tratar (aliviar un
sintoma en cierta medida, preferentemente todos los sintomas) de un estado de enfermedad. La dosis
farmacéuticamente eficaz depende del tipo de enfermedad, la composicién utilizada, la ruta de administracion, el tipo
de mamifero tratado, las caracteristicas fisicas del mamifero especifico bajo consideracion, la medicacion
concurrente y otros factores que reconoceran los expertos en las técnica médicas. Por ejemplo, se administra una
cantidad entre 0,1 mg/kg y 100 mg/kg de peso corporal/dia de los ingredientes activos dependiendo de la potencia
de la molécula de tc-ADN-PS de esta descripcion.

Los niveles de dosificacion del orden de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 140 mg por kilogramo de
peso corporal por semana son utiles en el tratamiento de las afecciones indicadas en la presente memoria (de
aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 7 g por paciente por semana). La cantidad de ingrediente activo que
se puede combinar con los materiales portadores para producir una sola forma de dosificaciéon varia dependiendo
del anfitrién tratado y del modo concreto de administracion. Las formas unitarias de dosificacion generalmente
contienen entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 500 mg de ingrediente activo.

Se entiende que el nivel de dosificacion especifico para cualquier paciente concreto depende de una variedad de
factores incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el
sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la ruta de administracion y la velocidad de excrecion, la combinacion de
farmacos y la gravedad de la enfermedad concreta que experimenta terapia. Tras la administracion de las
composiciones de acuerdo con las formulaciones y métodos de esta descripcion, los sujetos de ensayo exhibiran
una reduccion de aproximadamente 10% a aproximadamente 99% en uno o mas sintomas asociados con la
enfermedad o trastorno que estén siendo tratados, en comparacion con los sujetos tratados con placebo u otro
control adecuado.

La molécula de tc-ADN-PS de la invencién se puede administrar a las células mediante una variedad de métodos
conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo la administracion en las formulaciones que comprenden la
molécula de tc-ADN-PS sola, o que comprenden ademas uno o mas componentes adicionales, tales como un
portador, diluyente, excipiente, coadyuvante, emulsionante, tampon, estabilizante, conservante, o similar
farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la molécula de tc-ADN-PS de la invenciéon puede ser
encapsulada en liposomas, administrada mediante iontoforesis, o incorporada a otros vehiculos, tales como
hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables, microesferas bioadhesivas, o vectores proteinaceos
(véase, p. €j., la Publicacion PCT Num. WO 00/53722).

La inyeccion directa de la molécula de tc-ADN-PS de esta descripcion, ya sea intravenosa, subcutanea,
intramuscular, o intradérmica, puede tener lugar utilizando metodologias de agujas y jeringas convencionales, o
mediante tecnologias sin aguja, tales como las descritas por Conry et al., en Clin. Cancer Res. 5:2330-2337 (1999),
y la Publicacién PCT Num. WO 99/31262.

Otros métodos para la administracion de moléculas de acido nucleico son descritos, por ejemplo, por Boado et al., J.
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Pharm. Sci. 87:1308-1315 (1998); Tyler et al., FEBS Lett. 421:280-284 (1999); Pardridge et al., Proc. Nat'l Acad. Sci.
USA 92:5592-5596 (1995); Boado, Adv. Drug Delivery Rev. 15:73-107 (1995); Aldrian-Herrada et al., Nucleic Acids
Res. 26: 4910-4916 (1998); Tyler et al., Proc. Acad Sci. USA 96:7053-7058 (1999); Akhtar et al., Trends Cell Bio.
2:139 (1992); "Delivery Strategies for Antisense Oligonucleotide Therapeutics," (ed. Akhtar, 1995); Maurer et al., Mol.
Membr. Biol. 16:129-140 (1999); Hofland y Huang, Handb. Exp. Pharmacol 137:165-192 (1999); y Lee et al., ACS
Symp. Ser. 752:184-192 (2000). Estos protocolos se pueden utilizar como suplemento o complemento de la
liberacién de practicamente cualquier molécula de tc-ADN-PS contemplada dentro de esta descripcion.

Métodos de tratamiento

Como se mencioné anteriormente, la molécula de acido nucleico de la presente invenciéon puede ser un
oligonucledtido antisentido (AON) disefiado con el fin de que sea complementario a un ARNm o pre-ARNm
especificos. Los oligonucledtidos antisentido de la invenciéon se pueden utilizar para el tratamiento de numerosas
enfermedades, algunas de las cuales se describen a continuacion. Por supuesto, las enfermedades ilustrativas
proporcionadas mas abajo no limitan la invencion, y la nueva quimica proporcionada en la presente memoria se
puede utilizar para el tratamiento de cualquier enfermedad que el experto imagine pueda ser tratable mediante la
administracion de un AON.

Oligonucledtidos antisentido de triciclo-fosforotioato para el tratamiento de la Distrofia Muscular de Duchenne

En ciertas realizaciones, la presente descripcion proporciona AON que se pueden ser empleados adecuadamente
para el tratamiento de la Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), una forma ligada a x recesiva grave de distrofia
muscular que se caracteriza por la rapida progresion de la degeneracion muscular, conduciendo eventualmente a
pérdida de deambulacion, paralisis y muerte. La DMD es causada por una mutacion, tal como una mutacién sin
sentido o de desplazamiento del marco, en el gen de la distrofina, que esta situado en el cromosoma X humano. El
gen de la distrofina codifica la proteina distrofina, un componente estructural importante del tejido muscular que
proporciona estabilidad estructural al sarcolema de las fibras musculares, asi como al complejo de distroglicano
(DGC), ubicado en la membrana celular. Una mutacién sin sentido o de desplazamiento del marco puede dar como
resultado la terminacion prematura de la traduccion y, por lo tanto, una proteina distrofina truncada C-terminalmente,
no funcional.

La DMD causada por una o mas mutaciones de parada o mutaciones por desplazamiento del marco se puede aliviar
mediante la escision de uno o varios exones con el fin de restaurar el marco de lectura de la traduccion y por lo tanto
restaurar la secuencia de ARNm aguas abajo de la mutacién. Para lograr esto, como parte de la presente
descripcién, las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion se desarrollaron como AON antisentido
para dirigirse a las regiones dentro del pre-ARNm que pueden enmascarar el reconocimiento del espliceosoma de
uno o mas exones. Localizando estas regiones con AON de tc-ADN-PS, los exones pueden ser retirados por medio
de corte y empalme alternativo para producir ARNm de distrofina maduro, con una supresion parcial interna, pero
funcional.

Por lo tanto, los AON de tc-ADN-PS descritos en la presente memoria son eficaces para facilitar la omisiéon de uno o
mas exones mutados en un gen de la distrofina durante el procesamiento de un pre-ARNm de distrofina restaurando
de ese modo el marco de lectura apropiado del ARNm de distrofina resultante, que, cuando se traduce, produce una
proteina distrofina semi-funcional. Por lo tanto, los AON de tc-ADN-PS descritos en la presente memoria se pueden
utilizar terapéuticamente para los pacientes aquejados de DMD.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "omisién de exdn" se refiere a la modificacion de corte y
empalme del pre-ARNm mediante la localizacién de los sitios donadores y/o aceptores de empalme en un pre-ARNm
con uno o mas oligonucledtidos antisentido complementarios (AON). Al bloquear el acceso de un espliceosoma a
uno o mas sitios donadores o aceptores de empalme, o por supuesto cualquier otro sitio dentro de un exén o intrén
implicado en la definicion de corte y empalme, un AON puede evitar una reaccion de corte y empalme causando de
ese modo la deleciéon de uno o mas exones de un ARNm procesado completamente. La omisién de exones se
consigue en el nucleo durante el proceso de maduracion de los pre-ARNm. Incluye el enmascaramiento de las
secuencias clave implicadas en el corte y empalme de exones localizados mediante el uso de oligonucledtidos
antisentido (AON) que son, por ejemplo, complementarios a secuencias donadoras de empalme dentro de un pre-
ARNm. Los AON de tc-ADN-PS proporcionados en la presente memoria se puede emplear adecuadamente para la
omision de exones a través de la enmascaramiento de los sitios de empalme en las uniones intrén/exén dentro de un
pre-ARNm de distrofina facilitando de este modo la delecién de un exén mutante durante el procesamiento del pre-
ARNmM a un ARNm maduro.

Por ejemplo, una mutacién sin sentido o de desplazamiento del marco en el exén 23 o el exén 50 de un gen de la
distrofina proporciona una proteina distrofina truncada carboxi-terminalmente, no funcional. Mediante la hibridacion
con nucledtidos que comprenden un sitio donador de empalme de pre-ARNm de distrofina en el intrén 23 o el intron
51, respectivamente, y los nucledtidos 5' adyacentes del exon 23 o el exén 51, los AON de tc-ADN-PS descritos en
la presente memoria son capaces de prevenir la inclusion del exén 23 o el exén 51 mutados en el transcrito de
ARNmM maduro. La expresién de ese transcrito de ARNm maduro proporciona una proteina distrofina semi-funcional
que tiene una supresion en los aminoacidos codificados por el exdn 23 o los exones 50 y 51 pero que incluye los
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aminoacidos de distrofina tanto N-terminal como C-terminal para aquellos aminoacidos eliminados.

Los AON de tc-ADN-PS descritos en la presente memoria para la omision de un exén durante el procesamiento de
un pre-ARNm de distrofina contienen tipicamente entre 6-22 triciclo-nucleétidos PS contiguos, en particular entre 8-
20 triciclo-nucledtidos PS, mas concretamente entre 10 y 18 ftriciclo-nucledtidos PS contiguos, en donde 6-16
nucledtidos, en particular 8-16 nucleétidos del AON de tc-ADN-PS son complementarios a un sitio donador de
empalme intrénico de pre-ARNm de distrofina, en donde 2-8 nucledtidos del AON de tc-ADN PS son
complementarios a una region exonica de pre-ARNm de distrofina, y donde el sitio donador de empalme intronico es
contiguo y se encuentra en posicion 5' con respecto a la region exonica. Dependiendo de la aplicacion precisa
contemplada, los AON de tc-ADN-PS puede tener de entre 12 y 16 nucledtidos, o entre 13 y 15 nucledtidos y pueden
comprender entre 6 y 14 nucledtidos que son complementarios al sitio donador de empalme intrénico y entre 2 y 5
nucledtidos que son complementarios a la region exénica.

Se ilustran en la presente memoria AON de tc-ADN-PS disefiados para omitir un exén 23 mutado dentro de un pre-
ARNm de distrofina. Los AON de tc-ADN comprenden la secuencia de nucledtidos 5-AACCTCGGCTTACCT-3'
(M23D (+02-13), SEQ ID NO: 1) e hibridan especificamente con los nucledtidos en el extremo 3' del intrén 23 del
pre-ARNm de distrofina y con los nucleétidos en el extremo 5' contiguo del exén 23 del pre-ARNm de distrofina. Un
AON alternativo que se puede utilizar es la secuencia 5-GGCCAAACCTCGGCTTACCT-3' (M23D (+2-18), SEQ ID
NO: 2).

También se proporcionan AON de tc-ADN-PS disefiados para omitir un exén 51 mutado dentro de un pre-ARNm de
distrofina. Los AON de tc-ADN comprenden una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en
5'-AGAAATGCCATCTTC-3' (H51 (+68+82), SEQ ID NO: 3), 5-~AAATGCCATCTTCCT-3' (H51 (+70+84), SEQ ID NO:
4), 5'-TGCCATCTTCCTTGA-3' (H51 (+73+87), SEQ ID NO: 5) y 5-GCAGTTTCCTTAGTAA-3' (H51 (+40+55), SEQ
ID NO: 6), y hibridan especificamente con los nucledtidos en el extremo 3' del exén 51 del pre-ARNm de distrofina y
con los nucledtidos en el extremo 5' del exén 51 de pre-ARNm de distrofina.

Oligonucledtidos antisentido de triciclo-ADN fosforotioato para el tratamiento de la Atrofia Muscular Espinal

En otras realizaciones, la presente descripcién proporciona AON de tc-ADN-PS que se pueden emplear
adecuadamente para el tratamiento de la Atrofia Muscular Espinal (SMA, por su sigla en inglés). La SMA es causada
por mutaciones en ambas copias del gen SMN1, que en una célula normal se caracteriza por la presencia de los
exones 7 y 8 en el ARNm procesado completamente. Un segundo gen presente en el ser humano en un ndmero
variable de copias, SMN2, porta una mutacion silenciosa en el exén 7 que altera una secuencia potenciadora del
empalme exénico. Como consecuencia, el empalme de SMN2 esta alterado en comparacion con SMN1 y solo 10%
de una proteina SMN completa normal es transcrito a partir de este gen, mientras que otros transcritos de SMN2 no
funcionales tienen suprimido el exén 7. La baja abundancia del transcrito completo normal de SMN2 no puede
compensar plenamente la falta de transcrito SMN1, lo que provoca la enfermedad. Al enmascarar una secuencia de
silenciamiento intrénico (ISS) y/o un tallo-bucle terminal (TSL) dentro de un pre-ARNm de SMN2, se espera que los
AON de tc-ADN-PS descritos en la presente memoria sean capaces de facilitar la inclusion del exén 7 de SMN2 en
un pre-ARNm de SMN2 procesado, que es traducido a una proteina SMN2 completamente funcional que es idéntica
a la proteina SMN1 y por lo tanto capaz de compensar la pérdida de proteina SMN1 funcional. Cuando se expresan
en vivo, las mayores cantidades de proteina SMN2 pueden revertir al menos parcialmente la Atrofia Muscular
Espinal que es causada por mutaciones en el gen SMN1.

Por lo tanto, la presente descripcion proporciona AON de tc-ADN-PS para facilitar la inclusion del exén 7 durante el
procesamiento de un pre-ARNm de SMN2 en donde el AON de tc-ADN-PS tiene 6-22 triciclo nucleétidos de longitud,
en particular entre 8-20 triciclo nucledtidos, mas concretamente entre 10-18 triciclo nucleétidos de longitud y en
donde el AON de tc-ADN-PS es complementario a una secuencia de silenciamiento intronico (ISS) del pre-ARNm de
SMN2 o un tallo-bucle terminal (TSL). Tal AON de tc-ADN-PS puede tener entre 13 y 17 nucledtidos, entre 12 y 16
nucledtidos, o entre 13 y 15 nucleoétidos.

Se ilustran en la presente memoria AON de tc-ADN que comprenden la secuencia de 15 nucledtidos 5'-
CTTTCATAATGCTGG-3' (SMN2i7 (10;25), SEQ ID NO: 7), cuyos AON de tc-ADN son complementarios a una ISS
pre-ARNm de SMN2 y que se pueden emplear para facilitar la inclusién del exén 7 en un ARNm de SMN2
procesado. También se ilustran en la presente memoria AON de tc-ADN-PS que comprenden la secuencia de 13
nucledtidos 5-TTAATTTAAGGAA-3' (SMN2e7 (39;51), SEQ ID NO: 8), cuyos AON de tc-ADN-PS son
complementarios a un TSL2 de pre-ARNm de SMN2 y que también se pueden emplear para facilitar la inclusion del
exoén 7 en un ARNm de SMN2 procesado.

Oligonucledtidos antisentido de triciclo-ADN fosforotioato para el tratamiento de la Distrofia Mioténica de Steinert

En otras realizaciones adicionales, la presente descripcion proporciona AON de tc-ADN-PS que se pueden emplear
adecuadamente para el tratamiento de la Distrofia Mioténica de Steinert que es el resultado de amplificaciones CUG
en el extremo 3' del ARNm que codifica DM1. Se cree que los ARNm de DM1 mutados que contienen
amplificaciones CUG excesivas son secuestrados en el nucleo y acumulados para formar focos nucleares. Estos
focos son estables y se cree que se unen a factores implicados en la maquinaria de corte y empalme afectando de
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ese modo ampliamente al transcriptoma. Como parte de la presente descripcion, se espera que los AON de tc-ADN-
PS se puedan emplear para localizar las secuencias CUG vy facilitar la destruccion del ARNm de DM1 mutado y/o
prevenir el secuestro de proteinas nucleares a repeticiones de CUG expandidas conduciendo de ese modo a la
liberacion de los factores de empalme y a la eliminacion de los focos nucleares. Sin desear vincularse a una teoria
mecanicista particular, se cree adicionalmente que los AON de tc-ADN-PS descritos en la presente memoria son
capaces de facilitar la destruccion del ARNm que contiene amplificaciones de CUG excesivas.

Por lo tanto, se describen AON de tc-ADN-PS que se pueden emplear adecuadamente para facilitar la destruccion
de un ARNm de DM1 mutado que comprende un exceso de amplificaciones de CUG. Tales AON de tc-ADN-PS
comprenden 9-27 ftriciclo nucleétidos, en donde el AON de tc-ADN es complementario a un ARNm de DM1 mutado
que comprende una o mas amplificaciones de CUG 3' y donde el AON de tc-ADN-PS es capaz de facilitar la
destruccion del ARNm de DM1. Dependiendo de la aplicacion precisa contemplada, el AON de tc-ADN-PS puede
comprender entre 3y 9; entre 4y 8; 0 5, 6, 0 7 repeticiones contiguas de la secuencia de nucleétidos 5'-CAG-3'
(SEQ ID NO: 9). Un AON de tc-ADN-PS ilustrativo que se espera que facilite la destruccién de una DM1 mutada
comprende la secuencia de 15 nucledtidos 5'-CAGCAGCAGCAGCAG-3' (DM1 (CAG5), SEQ ID NO: 10). Otro AON
de tc-ADN-PS ilustrativo que se espera que facilite la destruccién de una DM1 mutada comprende la secuencia de
15 nucledtidos 5'-CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG-3' (DM1 (CAG7), SEQ ID NO: 11).

Oligonucledtidos antisentido de triciclo-fosforotioato para el tratamiento de enfermedades del corazén

La causa genética mas comun de la cardiomiopatia hipertréfica (HCM, en su sigla en inglés) son las mutaciones en
la proteina C de unién a miosina cardiaca (para una revision, véase: Schlossarek, S, et al. J Mol Cell Cardiol 50
(2011) 613-620). Muy recientemente, se ha aplicado la omision de exones in vitro para modificar una molécula
cMyBP-C mutada en miocitos raton ki cMyBP-C (Gedicke, C, Behrens-Gawlik, V, Dreyfus, PA, Eschenhagen, T,
Carrier, L. Specific skipping of exons using antisense oligoribonucleotides results in novel molecule in cMyBP-C
knock-in mouse myocytes. Circ 201; 122 (Suppl): A 19079). Debido a su absorcion en el tejido cardiaco después de
la liberacion sistémica, el tc-ADN-PS podria ser empleado adecuadamente para corregir la cMyBP mutada en el
tejido cardiaco. Por supuesto, también se prevé que los presentes tc-ADN-PS sean utiles para la correccion de otras
proteinas en el tejido cardiaco.

Oligonucledtidos antisentido de triciclo-fosforotioato para el tratamiento de enfermedades del SNC

Inesperadamente, se ha demostrado que las moléculas de tc-ADN-PS de la invencién atraviesan la barrera hemato-
encefalica. Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un método para proporcionar el direccionamiento de
un oligonucledtido al SNC, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite un oligonucleétido de tc-ADN-PS.
Adicionalmente, la invencién también se refiere a un método para el tratamiento de una enfermedad que afecta al
SNC de un sujeto que lo necesite que comprende administrar a dicho sujeto, en particular un sujeto humano, una
molécula de tc-ADN-PS de la invencion. El tc-ADN-PS es complementario a una secuencia diana definida de manera
que la interaccion entre el tc-ADN-PS administrado y la secuencia diana proporciona un tratamiento eficaz de dicha
enfermedad. En una realizacion concreta, las moléculas de acido nucleico de la invencion se pueden utilizar para el
tratamiento de enfermedades que afectan a los musculos y el SNC. Como se mencioné anteriormente, aunque la
distrofia muscular de Duchenne se caracteriza principalmente por la disfuncién muscular observada,
aproximadamente un tercio de los pacientes con DMD también muestran deterioro cognitivo que sugiere una
alteracion notable de la funcion neuronal y cerebral. Las moléculas de acido nucleico de la invencion se pueden
utilizar para la restauracion de la funcién neuronal y cerebral alterada resultante de la distrofina anormal.

Ademas, las moléculas de acido nucleico de la invencion se pueden utilizar para el tratamiento de enfermedades
para las que los trastornos del SNC son las caracteristicas principales, o una de las principales. Por ejemplo, los
principios descritos anteriormente para la restauracion de una proteina funcional (ya sea por omision de exones o
inclusion de exones) o para la destruccion de un pre-ARNm concreto, se puede trasladar al tratamiento de
enfermedades tales como la amiotrofia muscular espinal, la distrofia miotdnica o la enfermedad de Huntington.

Ejemplos

La descripcion anterior describe generalmente la presente descripcion, que se ilustra adicionalmente por medio de
los siguientes ejemplos. Estos ejemplos especificos se describen Unicamente para fines de ilustracion, y no se
pretende que limiten el alcance de esta descripcion. Aunque en la presente memoria se han empleado objetivos,
términos, y valores especificos, se entendera que tales objetivos, términos, y valores son del mismo modo
ilustrativos y no limitantes del alcance de esta descripcion.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un trastorno recesivo ligado al cromosoma X que afecta a uno de cada
3.500 varones nacidos vivos (Emery. Neuromuscul. Disord. 1991). Esta causada por mutaciones en el gen que
codifica la distrofina, una proteina grande (427 kDa) encontrada en una variedad de tejidos, especialmente en fibras
del musculo estriado y neuronas en determinadas regiones del sistema nervioso central (Kunkel et al., PNAS. 1985;
Muntoni F et al., Lancet Neurol. 2003). La distrofina se localiza cerca de la superficie interna de la membrana
plasmatica, conectando el citoesqueleto de actina a la matriz extracelular a través de un complejo de glicoproteina
asociada a distrofina de membrana (Culligan et al., 1988). La carencia de distrofina hace que las fibras musculares
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sean particularmente vulnerables al estrés mecanico, y experimenten ciclos recurrentes de necrosis. Como
resultado, los pacientes muestran una debilidad progresiva de los musculos esqueléticos, que con el tiempo son
reemplazados por tejido adipofibrético, lo que lleva a la pérdida de la deambulacion a la edad de aproximadamente
doce afos, con lo cual se ocasiona la muerte prematura por insuficiencia respiratoria o cardiomiopatia entre la
segunda y la cuarta décadas. Ademas, aproximadamente un tercio de los pacientes con DMD también muestran
deterioro cognitivo lo que sugiere una alteracion notable de la funcién neuronal y cerebral (Bresolin et al.,
Neuromuscul. Disord. 1994).

La distrofina completa, traducida a partir de un transcrito de ARNm principal de 14 kb formado por 79 exones, es una
proteina modular que puede apoyar por fortuna la delecién de multiples exones siempre que se conserve el marco
de lectura abierto (Koenig et al., Cell. 1987). Este fendmeno se produce en la enfermedad clinicamente mas leve de
distrofia muscular de Becker (BMD), donde las deleciones que mantienen el marco de lectura abierto conducen a la
sintesis de formas semi-funcionales truncadas de distrofina (Monaco et al. Genomics. 1988). Por lo tanto, se
propuso, hace quince afos, que la interferencia del proceso de corte y empalme de exones elegidos mediante el uso
de oligonucledtidos antisentido (AON) podria ser un enfoque terapéutico adecuado para la DMD (Matsuo M. Brain
Dev. 1996).

Se han sometido a ensayo exhaustivamente dos tipos de compuestos para determinar la omision de exones
inducida por antisentido, los oligémeros de ribosa modificados con 2'-O-metilo con una cadena principal de
fosforotioato completa (20Me-PS) y los oligdmeros de morfolino fosforodiamidato (PMO). Se ha demostrado que
ambos tipos de moléculas antisentido rescatan la distrofina del musculo esquelético después de la liberacion
sistémica en modelos animales de DMD y mas recientemente en pruebas clinicas. Tal como estan las cosas, las
pruebas clinicas que utilizaban la administracién sistémica de 2’'0OMe-PS y PMO dirigidos al exén 51 del pre-ARNm
de distrofina fueron bien toleradas sin eventos adversos graves relacionados con el farmaco (van Deutekom et al.,
New. Engl. J. Med. 2007; Kinali et al., Lancet Neurol. 2009; Goemans et al., New. Engl. J. Med. 2011; Cirak et al.,
Lancet 2011). Sin embargo, estos compuestos tienen una limitacién importante y es que no se dirigen de manera
eficaz al musculo cardiaco y no atraviesan la barrera hematoencefalica.

Aqui, los autores de la presente invencién demuestran que la administracion sistémica de oligdmeros antisentido
preparados de analogos de nucledétidos de ftriciclo-ADN (tc-ADN) permite igualmente el rescate de distrofina en los
musculos esqueléticos en el modelo de ratén mdx. Por otra parte, la sustitucion de azufre por oxigeno en la cadena
principal del éster fosfato confiri® nuevas propiedades a los antisentido de tc-ADN que fueron cruciales para su
biodistribucién después de la administracion sistémica. De hecho, los oligdmeros de tc-ADN que contenian
fosforotioato (PS) podrian dirigirse ahora de manera eficiente al musculo cardiaco y, ademas atravesar la barrera
hematoencefalica para rescatar la distrofina mutada en el corazén y el sistema nervioso central.

Materiales y métodos:
Triciclo-ADN.

La sintesis de tc-ADN fosforotioato siguio los procedimientos clasicos de sintesis de oligonucledtidos en fase sélida
de acuerdo con el enfoque de la fosforamidita. El ciclo de sintesis en el que una unidad adicional se une a la cadena
en crecimiento consta de cuatro etapas sucesivas (a-d). Después de ensamblaje de la cadena, el oligonucledtido se
separa del soporte sdlido y se desprotege de la forma habitual (NHs conc., 55°C, 16 h). Se utiliza vidrio de poro
controlado con alquilamina de cadena larga (LCAA-CPG), al cual esta unido el primer tc-nucleosido a través de un
conector succinilo, como soporte sélido. Las sintesis se realizaron generalmente a una escala de 1,3 o 10 ymoles en
un ensamblador de genes mas sintetizador de ADN de Pharmacia. Los Tc-oligonucleétidos-PS se sintetizaron con
un grupo fosfato o tiofosfato 5'-terminal para asegurar la estabilidad quimica del extremo 5'. Las condiciones de cada
etapa a) - d) se proporcionan a continuacion y se optimizan para una sintesis de 10 pmoles.

a) Destritilacion: Se enjuaga con &acido dicloroacético al 3% en 1,2-dicloroetano (DCE) durante 1,5 min. A
continuacion se lava con DCE y CH3;CN.

b) Acoplamiento: Se aplica disolucion de fosforamidita (0,1 mM en CH3CN, 400 ml) y activador de 5-etiltiotetrazol
(ETT, 0,25 M en CH3CN, 600 ml) al soporte sélido. Tiempo de acoplamiento: 9 min. A continuacién se lava con
CHsCN.

c) Sulfuracion: Se enjuaga con bis(fenilacetil)disulfuro (PADS) en piridina seca/CH3CN 1/1 (0,2 M) el soporte sélido
durante 3 min. A continuacion se lava con CH3CN

d) Proteccion terminal: Se protegen terminalmente los grupos 5'-hidroxilo que no han reaccionado utilizando
disolucion de CapA (4-dimetilaminopiridina (DMAP, 0,5 M) en CH3CN) y de CapB (anhidrido acético (AC20), colidina
en CH3CN (2:3:5)) durante 20 s cada uno. A continuacion se lava con CH3zCN.

La secuencia antisentido para el rescate del pre-ARNm de distrofina mdx tenia 15 unidades simples de longitud y se
dirigia al sitio de empalme donador del exén 23 (M23D (+2-13)).

5' - AACCTCGGCTTACCT - 3' (SEQ ID NO: 1)
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Las otras secuencias antisentido descritas en la presente memoria también han sido sintetizadas de acuerdo con
este método.

Experimentos con animales

Se inyectaron intramuscularmente, intravenosamente o subcutdneamente tc-ADN o tc-ADN-PS a ratones mdx
adultos (6 a 8 semanas de edad) como se indica en la seccion resultados bajo anestesia general utilizando
isoflurano.

Los ratones DKO se generan cruzando ratones (utr+/-, dys-/-), que se han obtenido cruzando los ratones utr-/- con
ratones mdx (Deconinck, A.E., Rafae, J.A., Skinner, J.A., Brown, S.C., Potter, A.C., Metzinger, L., Watt, D.J.,
Dickson, J.G., Tinsley, J.M. y Davies, K.E. (1997) Utrophin-dystrophin-deficient mice as a model for Duchenne
muscular dystrophy. Cell, 90, 717-727). El tc-ADN se suministré6 semanalmente a ratones dKO a una dosis de 200
mg/kg/wk mediante inyecciones intravenosa (IV) en la vena de la cola y subcutanea (SC) alternativamente con
ratones bajo anestesia general. Los ratones tratados se sacrificaron en diversos momentos puntuales indicados en la
seccion resultados mediante inhalacion de CO,. Los musculos se congelaron instantaneamente en isopentano
enfriado con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C antes de su analisis posterior. Todos los experimentos de
dKO se llevaron a cabo en Biomedical Science Building, University of Oxford, Oxford, R.U. y se realizaron de
acuerdo con las pautas y protocolos aprobados por Home Office.

Analisis de la funcién muscular

Se realiz6 un analisis de la fuerza de agarre funcional en ratones tratados y de control a las 12 semanas de edad
utilizando un control de la fuerza de agarre comercial (Chatillon, R.U.). Cada ratdn se sujet6é a 2 cm de la base de la
cola, se permitié que se agarrara a una barra unida al aparato con sus patas delanteras, y se tiré suavemente hasta
que solté el agarre. La fuerza ejercida se registré a partir de 4 ensayos sucesivos, promediando a una separacion de
1 min. Se midieron la fuerza especifica y la caida de la fuerza de musculo extensor digitorum longus (EDL)
diseccionado de la pata trasera de los ratones tratados y de control. Durante la diseccion y los experimentos, los
musculos se bafiaron en solucién de Krebs-Hensley oxigenada (O2 al 95% - CO- al 5%) compuesta por (mM): NaCl,
118; NaHCOs3, 24,8, KCI, 4,75; KH2PO4, 1,18; MgSO4 1,18; CaCls, 2,54; glucosa, 10. Las propiedades contractiles se
midieron como se ha descrito previamente (Goyenvalle, A., Babbs, A., Powell, D., Kole, R., Fletcher, S., Wilton, S.D.
y Davies, K.E. (2010) Prevention of dystrophic pathology in severity affected dystrophin/itrophin-deficient mice by
morpholino-oligomer-mediated exon-skipping. Mol. Ther., 18, 198-205).

Control de la actividad en campo abierto

Se utilizaron los Controles de Actividad Linton AM1053 X, Y, Z IR para controlar la actividad en campo abierto de los
ratones dKO. Los ratones se aclimataron en jaulas vacias durante 90 minutos el dia antes de la recogida de datos
reales. Los datos se recogieron cada 10 minutos a lo largo de un periodo de 90 minutos durante 3 dias consecutivos.
Los primeros 3 de los 9 registros de cada dia se desecharon tras el analisis. Se midieron 22 parametros de actividad
diferentes para cada ratéon, considerandose la distancia total recorrida, la actividad total, el tiempo de crianza y los
recuentos moviles totales los mejores parametros para controlar la actividad de comportamiento.

Inmunohistoguimica e histologia

Se cortaron secciones de 8 um de al menos dos terceras partes de los musculos tibial anterior, gastrocnemio,
cuadriceps, gluteo, biceps, triceps, diafragma, y cardiaco a intervalos de 100 ym. Las secciones de musculo
intermedias se recogieron para su posterior analisis mediante RT-PCR. Se utilizé la tincion convencional con eosina
y hematoxilina para examinar la morfologia general del musculo. A continuaciéon se examinaron las criosecciones
para determinar la expresion de distrofina utilizando el anticuerpo policlonal de conejo DYS (Novocastra, R.U.), que a
continuacion se detecté mediante IgG anti-conejo de cabra Alexa 488.

Aislamiento de ARN y andlisis RT-PCR

El ARN total se aisl6 de secciones intermedias de musculo recogidas durante la crioseccion utilizando reactivo
TRIzol de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen, R.U.). Se utilizaron alicuotas de 200 ng de ARN
total para el analisis de RT-PCR utilizando el Sistema Acess RT-PCR (Promega) en una reaccion de 50 pl utilizando
los cebadores externos Ex 20Fo (5'-CAGAATTCTGCCAATTGCTGAG-3; SEQ ID NO: 12) y Ex 26Ro (5'-
TTCTTCAGCTTGTGTCATCC-3"; SEQ ID NO: 13). La sintesis de ADNc se llevé a cabo a 45°C durante 45 minutos,
seguido directamente de la PCR primaria de 30 ciclos (94°C (30 s), 58°C (1 min) y 72°C (2 minutos). Se volvieron a
amplificar 2 microlitros de estas reacciones en PCR anidadas por medio de 22 ciclos de 94°C (30 s), 58°C (1 min) y
72°C (2 min) utilizando los cebadores internos Ex 20Fi (5'-CCCAGTCTACCACCCTATCAGAGC-3'; SEQ ID NO: 14)
y Ex 26Ri (5'- CCTGCCTTTAAGGCTTCCTT-3';SEQ ID NO: 15)

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 2%.

Deteccién de ARNm de distrofina con el exén 23 omitido en sistema nervioso central mdx
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Se trataron ratones mdx bisemanalmente con inyecciones subcutaneas e intravenosas de M23D(+2-13) (cadenas
principales de tc-ADN o tc-ADN-PS) durante 8 semanas, con una dosis de 100 mg/kg de peso corporal. Una semana
después de la ultima inyeccion, se diseccionaron los cerebros y se procesaron para la deteccion del ARNm de
distrofina con el exén 23 omitido. Las muestras de ARN se analizaron mediante RT-PCR anidada utilizando
cebadores (exdn 20 de reasociacion Ex 20Fo (fuera)/Ex 20 Fi (dentro) y exén 26 de reasociacion Ex 26Ro/Ri22-24 y
la union 22-24, respectivamente) permitiendo el reconocimiento especifico del mensajero omitido como un fragmento
de 398 pb (Ri22-24 5-TTATGTGATTCTGTAAATTC-3' SEQ ID NO: 16). Obsérvese que puesto que el cebador RI
reasocia especificamente el limite del exdn 22-ex6n 24, el ARNm de distrofina no omitido no se amplifica y la banda
de 398 pb solamente se puede detectar en muestras que contienen ARNm de distrofina que carecen del exén 23.

Cuantificacién de la omisién del exén 23 mediante PCR cuantitativa

El ARN se aislo de tejido de ratdbn como se ha descrito anteriormente. EI ADN contaminante se elimin6 de las
preparaciones de ARN utilizando el sistema Turbo DNA Free (Ambion). A continuacion se sometieron alicuotas de 1
pg de ARN tratado con ADNasa a transcripcion inversa utilizando el sistema de sintesis First Strand (Invitrogen) con
hexameros al azar de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se llevd a cabo la PCR cuantitativa utilizando
analisis TagMan que fueron disefiados contra los moldes de exén 4-5 o exdn 22-24 utilizando Custom Assat Design
Tool (Applied Biosystems) como describen Goyenvalle et al., Rescue of severely affected dystrophin/utrophin
deficient mice through scAAV-U7snRNA-mediated exon skipping; Human Molecular Genetics, 2012, Vol. 21, Num.
11 2559-2571. Se utilizé un analisis de 18S inventariado como control endégeno (Applied Biosystems, 4310893E).
Se utilizaron 50 ng de ADNc como entrada por reaccion y todos los analisis se llevaron a cabo singleplex. Los
analisis se realizaron en condiciones de ciclos rapidos en un termociclador Applied Biosystems StepOne Plus, y
todos los datos se analizaron utilizando el método de Ct comparativa empleando el soporte légico analitico de
StepOne asociado. Para una muestra dada se utilizaron los valores de delta-Ct del exén 4-5 y el exdn 22-24 para
calcular la abundancia relativa del ARNm de de distrofina y de distrofina con el exén 23 omitido, respectivamente. La
omision del exén 23 se expresd a continuacion como el porcentaje frente a la distrofina total, como se indica
mediante el nivel de expresion del exén 4-5.

Analisis de transferencia Western

Se extrajo la proteina total de muestras de musculo con tampdn que contenia sacarosa 250 mM, tris-HCI 10 mM pH
6,7, dodecil sulfato de sodio 20%, glicerol al 20%, B-mercaptoetanol al 10%, tampdn de migracion al 12,5% (Life
Technologies) y mezcla de inhibidores de proteasa (Roche). Las muestras se desnaturalizaron a 95°C durante 5 min
y se centrifugaron. A continuacion la alicuota se precipitdé utilizando Compact-Able Protein Assay Preparation
Reagent Set y se cuantifico con el kit BCA Protein Assay (Pierce) y se cargaron 50 yg o 100 uyg de proteina en un
gel de poliacrilamida (NuPage 4-12% Bis-Tris, Life Technologies). Los geles se sometieron a electroforesis durante
4-5 horas a 130 V y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa durante la noche a 100 mM. Las transferencias se
bloquearon durante 1 hora con leches desnatada al 10% en tampon PBS-Tween (PBST). Las proteinas distrofina y
a-Actinina se detectaron sondeando la membrana con una dilucién 1:50 de anticuerpo primario NCL-DYS1
(anticuerpo monoclonal para la repeticion R8 de distrofina; NovoCastra) y una dilucién 1:5.000 de anticuerpo
primario anti- a-actinina (Santa Cruz Biotechnology ), respectivamente, seguido de incubacién con un anticuerpo
secundario de raton conjugado con peroxidasa de rabano picante (1:15.000). Las transferencias Western se
revelaron con quimioluminiscencia potenciada (Thermo Scientific) y ECL Analysys System (ECL-Plus; GE
healthcare). Se utilizaron bandas de actina para verificar que la carga de proteina era correcta. Las membranas se
convirtieron en cuadros numéricos mediante barrido y las bandas de intensidad se analizaron utilizando el soporte
l6gico Imaged 1.46r (http://rsb.info.nih.govi/ij/).

Cuantificacion de los niveles de biomarcadores del suero

Se recogieron muestras de sangre de sangrados de la cola bajo anestesia general. El analisis de los niveles de
creatina quinasa (CK), alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) fue realizado por el
laboratorio de patologia (Mary Lyon Centre, medical Research Council, Harwell, Oxfordshire, R.U.).

Analisis estadistico

Todos los resultados se expresan como valores medios + ETM a menos que se establezca lo contrario. Las
diferencias entre las cohortes tratadas y de control se determinaron utilizando una prueba t de Student no pareada.

Ejemplo 1 - Evaluacion in vivo de oligonucledtidos antisentido de tc-ADN-PS para el tratamiento de una distrofia
muscular mediada por distrofina

Se trataron sistémicamente ratones mdx adultos durante 12 semanas utilizando inyecciones subcutaneas y/o
intravenosas de oligémero de tc-ADN-PS M23D (+2-13) a 200 o 50 mg/kg de peso corporal por semana. Dos
semanas después de la ultima inyeccion, se recogieron los musculos y las muestras de ARN se analizaron mediante
RT-PCR anidada con cebadores en los exones 20 y 26 del gen de la distrofina. La Figura 3A muestra la deteccion
del ARNm de distrofina con el exén 23 omitido en numerosos musculos esqueléticos de los animales tratados. La
banda de 903 pb corresponde al ARNm de distrofina sin omisién que incluye la mutacién sin sentido mdx, mientras
el fragmento de 688 pb mas corto corresponde al ARNm con la omision del exén 23. Es notable que el tratamiento
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sistémico con el oligdmero que contiene fosforotioato induce un rescate significativo del ARNm de la distrofina en
diversos musculos esqueléticos (es decir, tibial anterior, gastrocnemio, cuadriceps, gluteo, triceps, biceps,
diafragma), incluyendo los musculos respiratorios, asi como en el musculo cardiaco. Acorde con la generacion de
transcritos con omisiones, la proteina distrofina fue facilmente detectada tanto mediante analisis de transferencia
Western (figura 3B) como mediante inmunofluorescencia en secciones de tejidos (figura 4). Los niveles de distrofina
reflejaron los del ARNm rescatado y el procedimiento de omision generé especies de proteinas inmunorreactivas con
una movilidad alrededor de 427 kDa. La diferencia de 8 kD esperada entre las proteinas de tipo salvaje y rescatada
no se pudo resolver sobre el tipo de gel utilizado en este estudio. De manera importante, los mejores modos de
suministro, intravenoso y subcutaneo, dieron lugar a un rescate de distrofina diseminada similar en mdx como se
muestra en la figura 5.Independientemente del modo de suministro sistémico, los oligonucledtidos elaborados
utilizando la cadena principal de tc-ADN normal (es decir, con enlaces internucleosidicos fosfodiéster normales)
fueron incapaces de dirigirse significativamente al musculo cardiaco. Esto solo se logré con la cadena principal de
fosforotioato (-PS) como se ilustra en la figura 6. La modificacién con fosforotioato confiere un beneficio
farmacocinético sustancial, los autores de la presente invencion investigaron si tal adaptacion podria permitir que el
oligonucledtido cruzara la barrera hematoencefalica. En efecto, se demostré que los oligonucleétidos que utilizan la
cadena principal de tc-ADN normal rescataban el ARNm de distrofina cuando se liberaban en el fluido cerebroespinal
después de la inyeccion estereotaxica en la cisterna magna, sugiriendo que podrian cruzar el epitelio ependimal. Sin
embargo, tales compuestos fueron ineficaces cuando se administraron por via intravenosa y/o subcutanea,
demostrando que no podian cruzar la barrera hematoencefalica (Figura 7). De hecho, esto solamente se logré de
manera satisfactoria cuando se utilizaron las formas fosforotioato (-PS) de los tc-ADN (Figura 8), demostrando de
ese modo su capacidad para acceder a todos los tejidos principales en los que la distrofina tenia que ser idealmente
restaurada: musculos esqueléticos, corazén y SNC.

El efecto terapéutico del suministro sistémico de tc-ADN-PS (M23D +2-13) se confirmé mediante el descenso
significativo de los niveles de creatina quinasa en el suero de animales tratados, indicando que la cantidad de
distrofina rescatada era apropiada para proteger las fibras del dafio inducido por el ejercicio sin toxicidad obvia
representada por los niveles de ALT y AST en sangre, que no se incrementaban a cualquier concentracion de
oligébmeros (Figura 9A y B). La mejora del musculo también se evalu6 sometiendo a ensayo la fuerza especifica de
los musculos tratados que aumentaba significativamente (Figura 9C). De manera mas importante, el porcentaje de
caida de la fuerza, un rasgo caracteristico del musculo distréfico evaluado midiendo el déficit de fuerza después de
una serie de contracciones excéntricas, se redujo en animales tratados, confirmando que las fibras musculares en
los animales tratados eran mucho mas resistentes (Figura 9D).

Se aprecié una relevancia clinica en el ratéon transgénico dKO, un modelo de DMD mas grave, que carece de
distrofina y utrofina, conduciendo al desgaste progresivo del musculo, movilidad alterada y muerte prematura. Como
para mdx, el tratamiento sistémico de dKO con tc-ADN-PS permitié un rescate significativo de la distrofina en todos
los compartimentos de los tejidos (Figura 10). El porcentaje de omisién de exones se evalué mediante RT-PCR
cuantitativa a diferentes momentos puntuales después del comienzo del tratamiento demostrando que habia un
efecto cumulativo a lo largo de la duracién del tratamiento. El rescate del ARNm fue casi completo en el diafragma
después de 20 semanas y cabria esperar que los otros musculos esqueléticos alcanzaran ese nivel de omision en
40 semanas y mas tarde para el corazoén y el cerebro para los cuales la absorcion del oligémero parece ser inferior
(Figura 11). Sin embargo, los niveles de rescate de distrofina en dKO después de 12 semanas de tratamiento
proporcionan un beneficio clinico significativo. Los ratones tratados no mostraron una cifosis caracteristica, los
niveles de CK disminuyeron mientras los ratones eran fisicamente mas activos y presentaban mejores parametros
fisiolégicos (Figura 12). Aunque los estudios farmacocinéticos mostraron que los oligonucleétidos desaparecian del
suero en minutos después de la inyeccion intravenosa (Figura 13A), parece que hay un efecto de larga duracién una
vez en el interior del tejido diana. Esto es sugerido por el hecho de que se encontraron niveles de omision de
aproximadamente la mitad de su valor maximo 13 semanas después del final del tratamiento (Figura 13B). Este
efecto de larga duracion se confirma en los resultados presentados en la Figura 14. Es probable que los tc-ADN-PS
sean estables en las células y se puedan re-utilizar a lo largo del tiempo limitando de ese modo la necesidad de
reponer tejidos tan a menudo como se requeriria si estos oligonucledétidos se destruyeran o fueran titulados por sus
dianas de ARNm.

Ejemplo 2: Efecto del suministro de un tc-ADN-PS (ISS7) que se dirige al exén 7 de SMN2

Se utilizé6 el modelo de ratén SMA (FVB.Cg-Tg(SMN2)2Hung Smn1tm1Hung/J). Los ratones SMA de tipo llI
(FVB.Cg-Tg(SMN2)2Hung Smn1™"""9/J) tienen desactivado Smn (Smn1 -/-) y contienen un transgén SMN2
formado por dos copias en tandem del gen SMN2 humano. Estos animales presentan rasgos tipicos que incluyen
necrosis de la cola que comienza a aproximadamente un mes de edad. Tal necrosis se extiende progresivamente
hacia las auriculas de las orejas y los pies y mas adelante en la vida estos animales presentan debilidad muscular.
La fotografia de la figura 15 muestra 3 individuos de tipo Ill (de un mes de edad). El superior es el control no tratado;
los otros dos se trataron con tc-ADN-PS (ISS7): recibieron una sola inyeccion ICV (intracerebroventricular) al nacer
(5 pl que contienen 20 ug de tc-ADN-PS (ISS7) e inyecciones SC (subcutaneas) repetidas una vez a la semana a
una dosis de 200 mg/kg.

Los autores de la presente invencion concluyen que los oligémeros de tc-ADN-PS representan un posible farmaco
candidato para la terapia de SMA. Ademas, puesto que este tipo de oligonucledtido puede cruzar de manera
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espontanea la barrera hematoencefalica (véase la seccion mdx), es probable que los tc-ADN-PS no requieran
necesariamente la administracion intracerebral para redirigir eficazmente el empalme de SMN2 en el SNC.

Ejemplo 3: Evaluacion de tc-ADN y tc-ADN-PS para DM1

Los mioblastos DM1 con 800 repeticiones CTG se transfectaron con una concentracién creciente de tc-ADN-CAG7
(SEQ ID NO: 11). Después de 3 dias de cultivo, se analiz6 la expresion de ARNm tanto normales como CUGexp-
DMPK (distrofia miotonica-proteina quinasa) mediante transferencia Northern. Se cuantifico la razon de ARNm
CUGexp-DMPK mutante vs. DMPK normal. Un descenso dependiente de la dosis del ARNm de CUGexp-DMPK
mutante sin suspension del ARNm de DMPK normal mostré que el tratamiento con el oligonucleétido da como
resultado la destruccion especifica de CUGexp-DMPK mutante (véase la figura 16).

En otro experimento, se transfectaron mioblastos DM1 con CTG expandido (>800 CTG) con 10 pg de tc-ADN-PS-
CAG7. Después de 3 dias en cultivo, se analizé la expresion de los ARNm de CUGexp-DMPK normal y mutante
mediante transferencia Northern. la razén de ARNm de CUGexp-DMPK vs. DMPK normal se cuantificd (figura 17
calle superior). Los agregados nucleares de ARN expandido con CUG (focos) se detectaron mediante FISH y se
cuantificd el numero de células sin agregados nucleares de CUGexp-ARN (figura 17 calle inferior). Los resultados
muestran que los mioblastos DM1 transfectados con el oligonucleétido tienen i) un menor nivel de ARNm de
CUGexp-mutante sin cambio alguno de los ARNm de DMPK normales; ii) mayor nimero de células sin agregados
nucleares.

El efecto del oligonucledtido de tc-ADN-PS-CAG?7 se evalud a continuacion in vivo. Puesto que el oligonucleétido se
dirige al ARN expandido con CUG de los transcritos de DMPK sin afectar a los transcritos normales en células
musculares DM1, los autores de la presente invencion decidieron evaluar el efecto del oligonucleotido en un modelo
de ratén DM1 que expresaba ARN expandido con CUG en la region no codificante 3' del gen de la actina esquelética
humana (HSA). Este modelo de ratén DM1 ya se ha utilizado para evaluar tanto CAG8 morfolino como CAG8 2'-O-
Me ASO debido a que muestra una desregulacion de empalme alternativa de varios transcritos de ARN asi como
miotonia, que resulta del empalme erréneo de pre-ARNm de CIC-1.

En el musculo tibial anterior TA de ratones HSA-LR que expresaban 250CTG en la 3'UTR del gen de la actina
esquelética humana (HSA) se inyectaron concentraciones crecientes de tc-ADN-PS-CAG7. Los musculos TA
contralaterales se inyectaron con solucion salina y se utilizaron como control. Después de 2 semanas, se analiz6 la
expresion de los ARNm de HSA y MSA (actina esquelética de ratéon) mediante transferencia Northern. Se cuantifico
la razon de ARNm de HSA vs. MSA. La Figura 18 muestra que la inyeccion intamuscular del oligonucleétido da
como resultado una disminucién marcada de CUGexp-ARNSs.

En el masculo TA de ratones HSA-LR que expresaban 250CTG en la 3'UTR del gen de la actina esquelética
humana (HSA) se inyectaron también con 30ug de tc-ADN-PS-CAG7. Los musculos TA contralaterales se
inyectaron con solucion salina y se utilizaron como control. Después de 1y 2 semanas, se analizé la razén de HSA 'y
MSA (actina esquelética de ratéon) mediante transferencia Northern. Se cuantificd la razon de ARNm de HSA vs.
MSA. La figura 19 muestra que el menor nivel de ARN de CUGexp después de la inyeccién intramuscular del
oligonucledtido ya se observaba después de 1 semana.

Finalmente, se inyectaron en los musculos gastrocnemios GA de ratones HSA-LR que expresaban 250 CTG en la
3'UTR del gen de la actina esquelética humana (HSA) 90 ug de tc-ADN-PS-CAG7. En los musculos GA
contralaterales se inyecto solucion salina y se utilizaron como control. Se analizo la expresion de los ARNm de HSA
y MSA (actina esquelética de ratén) mediante transferencia Northern después de 2, 4 y 8 semanas. Se cuantifico la
razon de ARNm de HSA vs. MSA. La figura 20 muestra que la administracién intramuscular del oligonucleétido
causa una destruccion eficaz de los ARN de CUGexp y el efecto se mantiene entre 4 y 8 meses después del
tratamiento.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> ASSOCIATION INSTITUT DE MYOLOGIE ET AL.
<120> TRICICLO-ADN FOSFOROTIOATO

<130> B1243PCO00

<160> 16

<170> Patentln versién 3.5

<210>1
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON M23D (+02-13)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 1
aacctcggct tacct 15

<210> 2
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON M23D (+2 -18)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 2
ggccaaacct cggcttacct 20

<210>3
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON H51 (+68+82)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 3
agaaatgcca tcttc 15

<210> 4
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON H51 (+70+84)
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<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 4
aaatgccatc ttcct 15

<210>5
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON H51 (+73+87)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 5
tgccatcttc cttga 15

<210>6
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON H51(+40+55)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 6
gcagtttcct tagtaa 16

<210>7
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON SMNZ2i7(10;25)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 7
ctttcataat gctgg 15

<210> 8
<211> 13
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON SMN2e7(39;51)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 8
ttaatttaag gaa 13

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2651216713

<210>9
<211>3
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN repeticion

<400> 9
cag 3

<210> 10
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON DM1(CAG5)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 10
cagcagcagc agcag 15

<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> tc-ADN PS AON DM1(CAG7)

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<223> triciclo-ADN fosforotiato

<400> 11
cagcagcagc agcagcagcea g 21

<210> 12
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Exon 20 Fo

<400> 12
cagaattctg ccaattgctg ag 22

<210> 13
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Exon 26 Ro

<400> 13
ttcttcagct tgtgtcatcc 20

<210> 14
<211> 24
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador Exon 20 Fi

<400> 14
cccagtctac caccctatca gagc

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>cebador Exon 26 Ri

<400> 15

cctgccttta aggcttectt 20

<210> 16
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Ri22-24

<400> 16

ttatgtgatt ctgtaaattc 20
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que comprende triciclo-nucledsidos unidos por enlaces fosforotioato
internucleosidicos (enlaces 3'-OPS-0-5'), en donde

- la proporcién de ftriciclo-nucledsidos representa al menos 50%, preferentemente al menos 60%, 70%,
80%, 90% o 95% de nucledsidos totales en la molécula de acido nucleico, y/o

- la proporcion de enlaces fosforotioato internucleosidicos representa al menos 50%, preferentemente al
menos 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de enlaces internucleosidicos totales en la molécula de acido nucleico.

2. La molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde todos los nucledsidos son triciclo-
nucledsidos y todos los enlaces entre subunidades son enlaces fosforotioato.

3. La molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende entre 3 y 50 nucleotidos.

4. La molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es
complementaria a una secuencia diana.

5. La molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4, siendo la molécula de acido nucleico un
oligonucledtido antisentido complementario a una porcion de un ARN codificado por un gen.

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, que comprende o consiste en la secuencia seleccionada del
grupo que consiste en los SEQ ID NO: 1-11.

7. Una composicién farmacéutica que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, en un portador farmacéuticamente aceptable.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, siendo dicha composicion una composicion
inyectable, en particular una composicion para inyeccion intravenosa.

9. La molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso como
medicamento.

10. La molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en el
tratamiento de una enfermedad del corazén.

11. La molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en el
tratamiento de una enfermedad neuromuscular o musculoesquelética.

12. La molécula de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el
tratamiento de una enfermedad del sistema nervioso central.

13. La molécula de acido nucleico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en
donde la enfermedad del corazén, del SNC, neuromuscular o musculoesquelética resulta de una alteracién de un
gen, en donde dicha alteracion es

una mutacion en marco de un exon,

una mutacion que interrumpe el marco de lectura traduccional del gen, y el tc-ADN facilita la omision de un
exon con el fin de restablecer el marco de lectura;

una mutacién deletérea que puede ser compensada mediante la inclusiéon de un exén atipico en el ARNm
codificado por dicho gen, y el tc-ADN es complementario a una ISS o un TSL presentes en un pre-ARNm
codificado por dicho gen vy facilita la inclusiéon de un exén atipico, o

una mutacién que da como resultado la presencia de una o varias amplificaciones CUG 3' deletéreas en un
ARNm codificado por dicho gen.

14. La molécula de acido nucleico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, para el tratamiento de la Distrofia
Muscular de Duchenne, la Atrofia Muscular Espinal, o la Distrofia Miotdnica de Steinert.
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Figura 2
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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& 200 mgfk_g durante 4 semanas seguido de 50 mg/kg durante 8 semanas

B 200 mg/kg durante 12 semanas
B 50 mg/Kg durante 12 semanas
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Figura 14
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Figura 19
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