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DESCRIPCION

Tratamiento de enfermedades relacionadas con la frataxina (FXN) mediante inhibicion del transcrito antisentido
natural al gen FXN

CAMPO DE LA DIVULGACION

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos n.° 61/494,928,
depositada el 9 de junio de 2011.

Aspectos de la divulgacion comprenden oligonucleétidos que modulan la expresion y/o la funcion de la FXN vy
moléculas asociadas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La hibridacion ADN-ARN y ARN-ARN ES importante para muchos aspectos de la funcion del &cido nucleico,
incluyendo la replicacion, transcripcion y traduccion del ADN. La hibridacion también es fundamental para una
variedad de tecnologias que tanto detectan un &cido nucleico particular como alteran su expresion. Los nucleétidos
antisentido, por ejemplo, alteran la expresién génica hibridandose con ARN diana, interfiriendo asi con el splicing, la
transcripcion, la traduccion y la replicacion de ARN. El ADN antisentido tiene la caracteristica afiadida de que los
hibridos de ADN-ARN sirven de sustrato para la digestion por ribonucleasa H, una actividad que esta presente en la
mayoria de los tipos de células. Las moléculas antisentido pueden suministrarse al interior de células, como es el
caso para oligodesoxinuclettidos (ODN), o pueden expresarse a partir de genes enddgenos como moléculas de
ARN. La FDA recientemente aprob6 un farmaco antisentido, VITRAVENE™ (para el tratamiento de retinitis por
citomegalovirus), que refleja que el antisentido tiene utilidad terapéutica.

El documento W0O2004/048511 describe un grupo bioinformaticamente detectable de genes virales regulatorios y
usos de los mismos.

El documento US2010/035983 describe polimorfismos genéticos asociados a enfermedades cardiovasculares,
métodos de deteccion y usos de los mismos.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién se define por las reivindicaciones. Aquellos aspectos/casos de la presente divulgacién que constituyen
la invencién se definen por las reivindicaciones.

RESUMEN DE LA DIVULGACION

Este resumen se proporciona para presentar un resumen de la divulgaciéon que indique brevemente la naturaleza y
sustancia de la divulgacion. Se presenta en el entendimiento de que no se utilizara para interpretar ni limitar el
alcance o significado de las reivindicaciones.

En un aspecto, la divulgacion proporciona procedimientos de inhibicion de la accién de un transcrito antisentido
natural usando uno o mas oligonucleétidos antisentido dirigidos a cualquier regidon del transcrito antisentido natural
produciendo la regulaciéon positiva del gen sentido correspondiente. También estd contemplado en el presente
documento que la inhibicién del transcrito antisentido natural puede conseguirse mediante siRNA, ribozimas y
moléculas pequefias, que se considera que estan dentro del alcance de la presente divulgacion.

Un aspecto proporciona un procedimiento de modulacién de la funcién y/o la expresion de un polinucleétido de FXN
en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos con un
oligonucleétido antisentido de 5 a 30 nucleétidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un 50% de
identidad de secuencia con un complemento inverso de un polinucleétido que comprende de 5 a 30 nucledtidos
consecutivos dentro de los nucleé6tidos 1 a 454 de la SEQ ID NO: 2 modulando de este modo la funcién y/o la
expresion del polinucleétido de FXN en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro.

En un aspecto, un oligonucledtido se dirige a una secuencia antisentido natural de polinucledtidos de FXN, por
ejemplo, nucleétidos expuestos en la SEQ ID NO: 2, y cualquier variante, alelo, homdélogo, mutante, derivado,
fragmento y secuencia complementaria a los mismos. Ejemplos de oligonucleétidos antisentido se exponen como las
SEQ ID NOS: 3 al 6.

Otro aspecto proporciona un procedimiento de modulacion de la funcién y/o la expresion de un polinucleétido de
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FXN en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro, que comprende poner en contacto dichas células o tejidos con
un oligonucleétido antisentido de 5 a 30 nucleétidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un 50%
de identidad de secuencia con un complemento inverso del antisentido del polinucleétido de FXN, modulando de
este modo la funcién y/o la expresién del polinucle6tido de FXN en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro.

Otro aspecto proporciona un procedimiento de modulacién de la funcién y/o la expresion de un polinucleétido del
FXN en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro, que comprende poner en contacto dichas células o tejidos con
un oligonucleétido antisentido de 5 a 30 nucleétidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un 50%
de identidad de secuencia con un oligonucledtido antisentido para un polinucleétido antisentido de FXN, modulando
de este modo la funcidn y/o la expresion del polinucleétido de FXN en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro.

En un aspecto, una composicion comprende uno o més oligonucle6tidos antisentido que se unen a polinuclettidos
de FXN sentido y/o antisentido.

En un aspecto, los oligonucledtidos comprenden uno o mas nucledtidos modificados o sustituidos.
En un aspecto, los oligonucleétidos comprenden uno o mas enlaces modificados.

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

En un aspecto, los oligonucleétidos se administran a un paciente por via subcutédnea, por via intramuscular, por via
intravenosa o por via intraperitoneal.

En un aspecto, los oligonucledtidos se administran en una composicion farmacéutica. Un régimen de tratamiento
comprende administrar los compuestos antisentido al menos una vez al paciente; sin embargo, este tratamiento
puede modificarse para comprender multiples dosis durante un periodo de tiempo. El tratamiento puede combinarse
con uno o varios de otros tipos de terapias.

En un aspecto, los oligonucleétidos estan encapsulados en un liposoma o unidos a una molécula portadora (por
ejemplo, colesterol, péptido TAT). En cada uno de los aspectos, los métodos y las composiciones incluyen la
administracion de oligonucle6tidos a un sistema bioldgico.

Otros aspectos se describen mas adelante.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Regulacion positiva de ARNm del gen FXN mediante dosificacion de células HepG2 con oligonucleétidos
antisentido dirigidos al transcrito antisentido natural especifico de la FXN. La linea celular del hepatoma HepG2 se
dosificd con oligonucledtidos antisentido diferentes dirigidos al transcrito antisentido natural especifico de la FXN
(CUR-0732, CUR-0733, CUR-0734 y CUR-0735) en una concentracion de 20 nM. Tras 48 h de dosificacién, se
cuantifico el ARNm del gen FXN mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR)-transcripcion
inversa (RT). El cambio de expresion relativo del ARNm del gen FXN debido al tratamiento con oligonucleétidos se
calculé en base a valores normalizados diferentes contra 18S entre células dosificadas (oligonucledtido CUR
afnadido a las células) y simuladas (oligonucleétido no especifico afiadido a las células). Las barras indicadas como
CUR-0732, CUR-0733, CUR-0734 y CUR-0735 corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NO: 3 a 6
respectivamente.

Figura 2: Regulacion positiva de ARNm del gen FXN mediante dosificacion de células CHP-212 con oligonucleétidos
antisentido dirigidos al transcrito antisentido natural especifico de la FXN. La linea celular del neuroblastoma CHP-
212 se dosificd con oligonucledtidos antisentido diferentes dirigidos al transcrito antisentido natural especifico de la
FXN (CUR-0732, CUR-0733, CUR-0734 y CUR-0735) en una concentracion de 20 nM. Tras 48 h de dosificacion, se
cuantifico el ARNm del gen FXN mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR)-transcripcion
inversa (RT). El cambio de expresion relativo del ARNm del gen FXN debido al tratamiento con oligonucleétidos se
calculd en base a valores normalizados diferentes contra 18S entre células dosificadas (oligonucleétido CUR
afiadido a las células) y simuladas (oligonucleétido no especifico afiadido a las células). Las barras indicadas como
CUR-0732, CUR-0733, CUR-0734 y CUR-0735 corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NO: 3 a 6
respectivamente.

Figura 3: Regulacion positiva de ARNm del gen FXN mediante dosificacion de la linea celular del fibroblasto del
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paciente GM03816 con oligonucledtidos antisentido dirigidos al transcrito antisentido natural especifico de la FXN.
La linea celular del fibroblasto del paciente GM03816 se dosifico con oligonucleétidos antisentido diferentes dirigidos
al transcrito antisentido natural especifico de la FXN (CUR-0732, CUR-0733, CUR-0734 y CUR-0735) en una
concentracion de 20 nM. Tras 48 h de dosificacion, se cuantific6 el ARNm del gen FXN mediante reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR)-transcripcion inversa (RT). El cambio de expresién relativo del ARNm
de FXN debido al tratamiento con nucleédtidos se calculé en base a valores diferentes normalizados contra beta-
actina entre células dosificadas (oligonucleétido CUR afiadido a las células) y simuladas (oligonucleétido no
especifico afiadido a las células). Las barras indicadas como CUR-0732, CUR-0733, CUR-0734 y CUR-0735
corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NO: 3 a 6 respectivamente.

Figura 4: Regulacion positiva de ARNm del gen FXN mediante dosificacion de la linea celular del linfoblasto del
paciente GM15850 con oligonucledtidos antisentido dirigidos al transcrito antisentido natural especifico de la FXN.
La linea celular del linfoblasto del paciente GM15850 se dosifico con oligonucledtidos antisentido diferentes dirigidos
al transcrito antisentido natural especifico de la FXN (CUR-0732, CUR-0733, CUR-0734 y CUR-0735) en una
concentracién de 20 nM. Tras 48 h de dosificacion, se cuantific6 el ARNm del gen FXN mediante reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR)-transcripcion inversa (RT). El cambio de expresion relativo del ARNm
del gen FXN debido al tratamiento con oligonucledtidos se calcul6 en base a valores normalizados diferentes contra
18S entre células dosificadas (oligonucledtido CUR afiadido a las células) y simuladas (oligonucleétido no especifico
afadido a las células). Las barras indicadas como CUR-0732, CUR-0733, CUR-0734 y CUR-0735 corresponden a
muestras tratadas con las SEQ ID NO: 3 a 6 respectivamente.

Figura 5: Regulacion positiva de ARNm del gen FXN mediante dosificacion de la linea celular del linfoblasto del
paciente GM15850 con oligonucledtidos antisentido dirigidos al transcrito antisentido natural especifico de la FXN.
La linea celular del linfoblasto del paciente GM15850 se dosificéd con oligonucleétidos antisentido diferentes dirigidos
al transcrito antisentido natural especifico de la FXN (CUR-0732, CUR-0734) en una concentracion de 20 nM. Tras
48 h de dosificacion, se cuantifico el ARNm del gen FXN mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR)-transcripcion inversa (RT). El cambio de expresioén relativo del ARNm de FXN debido al tratamiento con
nucleétidos se calculd en base a valores diferentes normalizados contra beta-actina entre células dosificadas
(oligonucleétido CUR afiadido a las células) y simuladas (oligonucleétido no especifico afiadido a las células). Las
barras indicadas como CUR-0732 y CUR-0734 corresponden a muestras tratadas con las SEQ ID NO: 3y 5
respectivamente. 18S y beta-actina son controles estandar para la PCR en tiempo real.

Descripcion del listado de secuencias: SEQ ID NO: 1: Frataxina humana (FXN), gen nuclear que codifica proteina
mitocondrial, variante de transcrito 2, ARNm (n.° de acceso NCBI: NM_181425); SEQ ID NO: 2: Secuencia
antisentido natural de FXN (AlI951739); SEQ ID NO: 3 al 6: Oligonucledtidos antisentido

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION

Varios aspectos de la divulgacion se describen a continuacion con referencia a aplicaciones de ejemplos para
ilustracion. Debe entenderse que los numerosos detalles, relaciones y procedimientos especificos se exponen para
proporcionar un entendimiento completo de la divulgacién. Un experto en la materia relevante, sin embargo,
reconocera facilmente que la divulgacion puede ponerse en practica sin uno o mas de los detalles especificos o con
otros procedimientos. La presente divulgacion no esta limitada por el orden de actos o acontecimientos, ya que
algunos actos pueden producirse en diferentes 6rdenes y/o simultaneamente con otros actos o acontecimientos.
Ademas, no todos los actos o acontecimientos ilustrados son requeridos para implementar una metodologia de
acuerdo con la presente divulgacion.

Todos los genes, nombres de genes, y productos génicos divulgados en el presente documento pretenden
corresponderse a homologos de cualquier especie para la cual las composiciones y procedimientos divulgados en el
presente documento son aplicables. De este modo, los términos incluyen, aunque sin limitarse a, genes y productos
génicos de seres humanos y ratones. Se entiende que, cuando se divulga un gen o producto génico de una especie
particular, esta divulgacion pretende ser ejemplar solamente, y no se interpreta como una limitacién, a menos que el
contexto en el que aparece lo indique claramente. De este modo, por ejemplo, para los genes divulgados en el
presente documento, que en algunos aspectos se refieren a secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos de
mamifero, pretenden englobar genes homélogos y/u ortélogos y productos génicos de otros animales que incluyen,
aunque sin limitarse a, otros mamiferos, peces, anfibios, reptiles y aves. En un aspecto, los genes o secuencias de
acidos nucleicos son humanos.

Definiciones

La terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir aspectos particulares solamente y no
pretende ser limitante de la divulgacién. Tal como se usan en la presente, se pretende que las formas en singular
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“‘un”, “una”, “el” y “la” incluyan también las formas plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
Ademas, siempre que las expresiones "que incluye”, "incluyen", "que tiene", "tiene", "con", o variantes de los mismos
se usan en la descripcion detallada y/o las reivindicaciones, dichas expresiones pretenden ser inclusivas de una

manera similar a la expresion "que comprende."

El término “aproximadamente” significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular como se ha
determinado por un experto habitual en la materia, que dependera en parte de cémo se mide o determina el valor, es
decir, las limitaciones del sistema de medicién. Por ejemplo, «alrededor de» puede significar 1 o0 mas de 1 de
desviacion estandar, conforme a la practica de la técnica. Como alternativa, “aproximadamente” puede significar un
intervalo de hasta el 20%, preferentemente hasta el 10%, mas preferentemente hasta el 5%, y mas preferentemente
todavia hasta el 1 % de un valor dado. De manera alternativa, en particular con respecto a los sistemas o procesos
bioldgicos, el término pueden significar un orden de magnitud de un valor preferentemente comprendido en 5 veces
y mas preferentemente, comprendido en 2 veces. En los casos en los que se describen valores particulares en la
solicitud y las reivindicaciones, a menos que se exprese lo contrario, el término «alrededor de» significa que se debe
asumir que el valor se encuentra comprendido en un intervalo de error aceptable para el valor particular.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ARNm” significa el(los) transcrito(s) de ARNm actualmente
conocidos de un gen elegido como diana, y cualquier transcrito adicional que pueda ser dilucidado.

Por “oligonucleétidos antisentido” o “compuesto antisentido” se indica una molécula de ARN o ADN que se une a
otro ARN o ADN (ARN, ADN diana). Por ejemplo, si es un oligonucle6tido de ARN, se une a otra diana de ARN por
medio de interacciones ARN-ARN y altera la actividad del ARN diana. Un oligonucleétido antisentido puede regular
positivamente o regular negativamente la expresion y/o funcién de un polinucleétido particular. La definicién
pretende comprender cualquier molécula de ARN o ADN extrafia que es Util desde un punto de vista terapéutico, de
diagnostico u otro. Dichas moléculas incluyen, por ejemplo, moléculas de ARN o ADN antisentido, ARN de
interferencia (ARNi), micro ARN, moléculas de ARN sefiuelo, siRNA, ARN enzimético, ARN de edicion terapéutica y
ARN agonista y antagonista, compuestos oligoméricos antisentido, oligonucleétidos antisentido, oligonucle6tidos de
secuencia guia externa (EGS), agentes de splicing alternativos, cebadores, sondas y otros compuestos oligoméricos
gue hibridan con al menos una parte del acido nucleico diana. Por lo tanto, estos compuestos pueden introducirse en
forma de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, parcialmente monocatenarios, o circulares.

En el contexto de esta divulgacion, el término "oligonucle6tido” se refiere a un oligomero o polimero de acido
ribonucleico (ARN) o &cido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos de los mismos. El término “oligonucledtido”
también incluye oligébmeros lineales o circulares de monémeros o enlaces naturales y/o modificados, que incluyen
desoxirribonucleédsidos, ribonucleésidos, formas sustituidas y alfa-andmeras de los mismos, &cidos nucleicos
peptidicos (PNA), acidos nucleicos bloqueados (LNA), fosforotioato, metilfosfonato y similares. Los oligonucleétidos
son capaces de unirse especificamente a un polinucledétido diana por medio de un patron regular de interacciones
monomero a mondmero, tales como tipo de apareamiento de bases de Watson-Crick, tipos de apareamiento de
bases de Hodgsteen o Hodgsteen inversa, o similares.

El oligonucleotido puede ser “quimérico”, es decir, estar compuesto de diferentes regiones. En el contexto de esta
divulgacion los compuestos "quiméricos" son oligonucledétidos, que contienen dos 0 mas regiones quimicas, por
ejemplo, una 0 mas regiones de ADN, una o0 mas regiones de ARN, una 0 mas regiones de PNA, etc. Cada region
quimica esta compuesta por al menos una unidad monomeérica, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto
de oligonucleotidos. Estos oligonucledétidos normalmente comprenden al menos una region donde el oligonucleotido
se modifica con el fin de presentar una o mas propiedades deseadas. Las propiedades deseadas del oligonucleétido
incluyen, aunque sin limitarse a, por ejemplo, resistencia a la degradacién por nucleasas incrementada, captacion
celular incrementada y/o afinidad de unién por el acido nucleico diana incrementada. Las diferentes regiones del
oligonucleétido pueden, por lo tanto, tener diferentes propiedades. Los oligonucledtidos quiméricos de la presente
divulgacion pueden formarse como estructuras mixtas de dos o mas oligonucleétidos, oligonucle6tidos modificados,
oligonucleésidos y/o analogos de oligonucleétido, tal como se ha descrito anteriormente.

El oligonucledtido puede estar compuesto de regiones que pueden enlazarse en “registro”, es decir, cuando los
monomeros se enlazan consecutivamente, como en ADN nativo, o se enlazan mediante espaciadores. Se pretende
que los espaciadores constituyan un "puente" covalente entre las regiones y tengan, en casos preferidos, una
longitud que no supere aproximadamente los 100 atomos de carbono. Los espaciadores pueden portar diferentes
funcionalidades, por ejemplo, tener carga positiva 0 negativa, portar propiedades de unién a acido nucleico
especiales (intercaladores, ligantes de surcos, toxinas, fluoréforos, etc.), ser lipofilos, inducir estructuras secundarias
especiales como, por ejemplo, péptidos que contienen alanina que inducen hélices alfa.
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Tal como se usa en el presente documento, "FXN" y "frataxina" son incluyentes de todos los miembros de la familia,
mutantes, alelos, fragmentos, especies, secuencias codificadoras y no codificadoras, cadenas de polinucleétido
sentido y antisentido, etc.

Tal y como se usan en el presente documento, las palabras 'frataxina’, FXN, FA, CyaY, FARR, FRDA, MGC57199 y
X25, se consideran lo mismo en la bibliografia y se usan indistintamente en la presente solicitud.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “oligonucleétido especifico de la” u “oligonucleétido que se
dirige a” se refiere a un oligonucledtido que tiene una secuencia (i) capaz de formar un complejo estable con una
parte del gen elegido como diana, o (ii) capaz de formar un diplex estable con una parte de un transcrito de ARNm
del gen elegido como diana. La estabilidad de los complejos y los duplex puede determinarse mediante célculos
tedricos y/o ensayos in vitro. Ensayos a modo de ejemplo para determinar la estabilidad de complejos y diplex de
hibridacion se describen en los ejemplos mas adelante. El término “no especifico” se usa en el contexto de controles
simulados que no son especificos para el transcrito antisentido natural diana o el acido nucleico diana. Los controles
de oligonucleétidos también se pueden denominar “no relevantes”. Los oligonucledtidos “no relevantes” tendran una
secuencia codificada y seran similares en longitud al oligonucle6tido comparativo. Los experimentos también se
pueden realizar sin un oligonucleétido de control como control negativo para un efecto no funcional de la FXN. Este
ultimo experimento se denomina sin transfeccion o transfeccién simulada en los experimentos con células.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “acido nucleico diana” engloba ADN, ARN (que comprende
pre-ARNm y ARNm) transcrito a partir de dicho ADN, y también ADNc derivado de dicho ARN, secuencias
codificantes, no codificantes, polinucledtidos sentido o antisentido. La hibridacion especifica de un compuesto
oligomérico con su acido nucleico diana interfiere en la funcion normal del &cido nucleico. Esta modulacion de la
funciébn de un &cido nucleico diana por compuestos, que se hibridan especificamente con él, se denomina
generalmente “antisentido”. Las funciones de ADN con las que interferiran incluyen, por ejemplo, la replicacion y
transcripcion. Las funciones de ARN con las que interferiran incluyen todas las funciones vitales tales como, por
ejemplo, translocacion del ARN al sitio de traduccion de proteina, traduccion de proteina del ARN, splicing del ARN
para dar una o mas especies de ARNm, y actividad catalitica que puede acoplarse en o facilitarse por el ARN. El
efecto global de dicha interferencia con las funciones del 4cido nucleico diana es la modulacion de la expresion de
un producto codificado u oligonucledtidos.

La interferencia de ARN "iARN" esta mediada por moléculas de ARN bicatenario (dsARN) que tienen homologia
especifica de secuencia con sus secuencias de acido nucleico "diana". En ciertos aspectos de la presente
divulgacion, los mediadores son duplex de ARN “de interferencia pequefo” (siRNA) de 5-25 nucleétidos. Los ARNip
se derivan a partir del procesamiento del ARNdc mediante una enzima conocida como Dicer. Los productos duplex
de siRNA son reclutados en un ARNip multiproteina denominado RISC (complejo de silenciamiento inducido por
ARN). Sin desear cefiirse a ninguna teoria particular, se cree entonces que un RISC es guiado a un acido nucleico
diana (adecuadamente ARNm), en el que el duplex de ARNip interactia de una forma especifica de secuencia para
mediar en la escision en un modo catalitico. Los ARN de interferencia pequefios que pueden usarse de acuerdo con
la presente divulgacion pueden sintetizarse y usarse de acuerdo con procedimientos que son bien conocidos en la
técnica y que seran familiares para el experto en la materia. Los ARN de interferencia pequefios para su uso en los
procedimientos de la presente divulgacion comprenden adecuadamente entre aproximadamente 1 vy
aproximadamente 50 nucleétidos (nt). En los ejemplos de aspectos no limitantes, los ARNip pueden comprender
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 nt, aproximadamente 5 a aproximadamente 30 nt, aproximadamente 10
a aproximadamente 30 nt, aproximadamente 15 a aproximadamente 25 nt, o aproximadamente 20-25 nucledtidos.

La seleccion de los oligonucleétidos apropiados se facilita usando programas informaticos que alinean
automaticamente secuencias de acido nucleico e indican regiones de identidad u homologia. Dichos programas se
usan para comparar secuencias de acidos nucleicos obtenidas, por ejemplo, buscando en bases de datos tales
como GenBank o secuenciando productos de PCR. La comparacién de secuencias de acidos nucleicos de un
intervalo de especies permite la seleccion de secuencias de acidos nucleicos que muestran un grado de identidad
apropiado entre especies. En el caso de genes que no han sido secuenciados, se realizan Southern blots para
permitir una determinacion del grado de identidad entre genes en especies diana y otras especies. Realizando
Southern blots a grados de astringencia variables, tal como es muy conocido en la técnica, es posible obtener una
medida aproximada de la identidad. Estos procedimientos permiten la seleccion de oligonucleétidos que muestran
un alto grado de complementariedad con secuencias de acido nucleico diana en un sujeto a controlar y un menor
grado de complementariedad con secuencias de acido nucleico correspondientes en otras especies. Un experto en
la materia se dara cuenta de que hay libertad considerable en la seleccién de regiones apropiadas de genes para su
uso en la presente divulgacion.
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Por “ARN enzimético” se indica una molécula de ARN con actividad enzimatica (Cech, (1988) J. American. Med.
Assoc. 260, 3030-3035). Los acidos nucleicos enzimaticos (ribozimas) actian uniéndose primero a un ARN diana.
Dicha unién se produce a través de la parte de union diana de un acido nucleico enzimatico que se mantiene en
estrecha proximidad a una parte enzimatica de la molécula que actla para escindir el ARN diana. De este modo, el
acido nucleico enzimatico reconoce primero y luego se une a ARN diana mediante apareamiento de bases, y una
vez unido al sitio correcto, actla enzimaticamente para cortar el ARN diana.

Por “ARN sefiuelo” se indica una molécula de ARN que imita el dominio de union natural para un ligando. El ARN
sefiuelo compite, por lo tanto, con la diana de unién natural para la unién de un ligando especifico. Por ejemplo, se
ha demostrado que la sobreexpresion de ARN de respuesta de activacion en trans (TAR) de HIV puede actuar como
un "sefiuelo" y se une de forma eficiente a la proteina Tat de HIV, impidiendo asi que se una a secuencias TAR
codificadas por el ARN de HIV. Esto se indica que es un ejemplo especifico. Los expertos en la materia reconoceran
gue esto es solo un ejemplo, y facilmente pueden generarse otros aspectos usando técnicas generalmente
conocidas en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, el término "mondémeros" normalmente indica monémeros enlazados por
enlaces fosfodiéster o analogos de los mismos para formar oligonucleétidos que varian en tamafio entre unas pocas
unidades monoméricas, por ejemplo, entre aproximadamente 3-4, y aproximadamente varios cientos de unidades
monoméricas. Los andlogos de enlaces fosfodiéster incluyen: fosforotioato, fosforoditioato, metilfosfonatos,
fosforoselenoato, fosforamidato y similares, tal como se describe mas completamente mas adelante.

El término “nucledétido” cubre nucleétidos de origen natural, asi como nucleétidos de origen no natural. Debe ser
evidente para el experto en la materia que diversos nucleétidos que se consideraron anteriormente “no de origen
natural” se han descubierto posteriormente en la naturaleza. De este modo, "nucleétidos" incluye no solamente las
moléculas que contienen heterociclos de purina y pirimidina conocidas, sino también analogos heterocidiclicos y
tautomeros de las mismas. Ejemplos ilustrativos de otros tipos de nucleétidos son moléculas que contienen adenina,
guanina, timina, citosina, uracilo, purina, xantina, diaminopurina, 8-oxo- N6-metiladenina, 7-deazaxantina, 7-
deazaguanina, N4,N4-etanocitosina, N6,N6-etano-2,6- diaminopurina, 5-metilcitosina, 5-alquinil(C3-C6)-citosina, 5-
fluorouracilo, 5-bromouracilo, seudoisocitosina, 2-hidroxi-5-metil-4-triazolopiridina, isocitosina, isoguanina, inosina y
los nucleétidos "de origen no natural" descritos en Benner y col., patente de Estados Unidos n.° 5.432.272. El
término “nucledtido” pretende cubrir todos y cada uno de estos ejemplos, ademéas de analogos y tautdmeros de los
mismos. Nucledtidos especialmente interesantes son aquellos que contienen adenina, guanina, timina, citosina y
uracilo, que se consideran como los nucleétidos de origen natural en relacion con la aplicacion terapéutica y
diagndstica en seres humanos. Los nucledtidos incluyen los azlcares naturales 2'-desoxi y 2'-hidroxilo, por ejemplo,
tal y como se describe en Kornberg and Baker, DNA Replication, 2nd Ed. (Freeman, San Francisco, 1992), ademas
de sus anélogos.

“Analogos”, en referencia a nucledtidos, incluye nucledtidos sintéticos que tienen restos de bases modificados y/o
restos de azlucar modificados (véase, por ejemplo, descrito generalmente por Scheit, Nucleotide Analogs, John
Wiley, New York, 1980; Freier & Altmann, (1997) Nucl. Acid. Res., 25(22), 4429- 4443, Toulmé, J.J., (2001) Nature
Biotechnology 19:17-18; Manoharan M., (1999) Biochemica et Biophysica Acta 1489:117-139; Freier S. M., (1997)
Nucleic Acid Research, 25:4429-4443, Uhlman, E., (2000) Drug Discovery & Development, 3: 203-213, Herdewin P.,
(2000) Antisense & Nucleic Acid Drug Dev., 10:297-310); 2'-O, 3'-C-linked [3.2.0] bicycloarabinonucleosides. Dichos
analogos incluyen nucledtidos sintéticos disefiados para potenciar propiedades de union, por ejemplo, la estabilidad
especificidad del duplex o el triplex, o similares.

Tal como se usa en el presente documento, "hibridacion" significa el apareamiento de cadenas sustancialmente
complementarias de compuestos oligoméricos. Un mecanismo de apareamiento implica la formacion de puentes de
hidrégeno, que pueden ser puentes de hidrégeno de Watson-Crick, Hodgsteen o de Hodgsteen inverso, entre bases
de nucleédsidos o de nucledtidos (nucleétidos) complementarias de las cadenas de compuestos oligoméricos. Por
ejemplo, la adenina y la timina son nucleétidos complementarios que se aparean mediante la formacidn de puentes
de hidrégeno. La hibridacién puede producirse en circunstancias variables.

Un compuesto antisentido es "especificamente hibridable" cuando la union del compuesto al acido nucleico diana
interfiere en la funcion normal del acido nucleico diana para causar una modulacién de la funcion y/o la actividad, y
existe un grado de complementariedad suficiente para evitar unidon inespecifica del compuesto antisentido a
secuencias de acido nucleico no diana en condiciones en las que se desea unidn especifica, es decir, en
condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en condiciones en las que se
realizan ensayos en el caso de ensayos in vitro.
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Tal como se usa en el presente documento, la frase "condiciones de hibridacién astringentes” o "condiciones
astringentes" se refiere a condiciones en las que un compuesto de la divulgacion hibridara con su secuencia diana,
pero con un nimero minimo de otras secuencias. Las condiciones astringentes son dependientes de secuencia y
seran diferentes en diferentes circunstancias y en el contexto de esta divulgacién, "condiciones astringentes" en las
que compuestos oligoméricos hibridan con una secuencia diana se determinan mediante la naturaleza y la
composicion de los compuestos oligoméricos y los ensayos en los que estan siendo investigados. En general, las
condiciones de hibridacion astringentes comprenden bajas concentraciones (<0,15 M) de sales con cationes
inorganicos tales como Na++ o K++ (es decir, baja fuerza i6nica), temperatura superior a 20 °C - 25 °C por debajo de
la Tm del complejo de compuesto oligomérico: secuencia diana, y la presencia de desnaturalizantes tales como
formamida, dimetilformamida, dimetilsulféxido, o el detergente dodecilsulfato de sodio (SDS). Por ejemplo, la tasa de
hibridacién disminuye un 1,1% por cada 1% de formamida. Un ejemplo de una condicién de hibridacion de alta
astringencia es 0,1X tampon cloruro sédico-citrato sddico (SSC)/0,1 % (peso/volumen) de SDS a 60 °C durante 30
minutos.

“Complementario”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de apareamiento preciso
entre dos nucledtidos en una o dos cadenas oligoméricas. Por ejemplo, si una nucleobase en cierta posicién de un
compuesto antisentido es capaz de formar puentes de hidrégeno con una nucleobase en cierta posicion de un acido
nucleico diana, siendo dicho &cido nucleico diana un ADN, ARN, o molécula de oligonucledtido, entonces la posicion
de la formacion de puentes de hidrégeno entre el oligonucleétido y se considera que el &cido nucleico diana es una
posicion complementaria. El compuesto oligomérico y el ADN, ARN, o molécula de oligonucle6tido, adicional son
complementarios entre si cuando un namero suficiente de posiciones complementarias en cada molécula estan
ocupadas por nucledtidos que pueden formar puentes de hidrégeno entre si. De este modo, "especificamente
hibridable" y "complementariedad" son expresiones que se usan para indicar un grado suficiente de apareamiento
preciso o complementariedad sobre un ndmero suficiente de nucleétidos de modo que se produzca unién estable y
especifica entre el compuesto oligomérico y un acido nucleico diana.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, "modulacién” significa un incremento (estimulaciéon) o una disminucion
(inhibicién) de la expresion de un gen.
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El término "variante”, cuando se usa en el contexto de una secuencia de polinucledtidos, puede englobar una
secuencia de polinucleétidos relacionada con un gen de tipo silvestre. Esta definicion también puede comprender,
por ejemplo, variantes "alélicas”, de "splicing", de "especie" o "polimérficas". Una variante de splicing puede tener
identidad significativa con una molécula de referencia, pero generalmente tendra un mayor o menor ndmero de
polinucleétidos debido al splicing alterno de exones durante el procesamiento de ARNm. El polipéptido
correspondiente puede poseer dominios funcionales adicionales o una ausencia de dominios. Las variantes de
especie son secuencias de polinucledtidos que varian de una especie a otra. Son de particular utilidad en la
divulgacion variantes de productos génicos de tipo silvestre (wild type). Las variantes pueden resultar de al menos
una mutacion en la secuencia de acidos nucleicos y pueden producir ARNm alterados o polipéptidos cuya estructura
o funcién puede o puede no alterarse. Cualquier gen natural o recombinante dado puede tener ninguna, una o
muchas formas alélicas. Cambios mutacionales comunes que dan lugar a variantes se atribuyen generalmente a
deleciones, adiciones o sustituciones naturales de nuclettidos. Cada uno de estos tipos de cambios puede
producirse solo, o en combinacion con los otros, una 0 mas veces en una secuencia dada.

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

Los polinucleétidos derivados incluyen acidos nucleicos sometidos a modificacién quimica, por ejemplo, sustitucion
de hidrégeno por un grupo alquilo, acilo o amino. Los derivados, por ejemplo, oligonucle6tidos derivados, pueden
comprender partes no de origen natural, tales como restos de azUcar alterados o enlaces inter-azticar. A modo de
ejemplo, entre éstos estan fosforotioato y otras especies que contienen azufre que se conocen en la técnica. Los
acidos nucleicos derivados también pueden contener etiquetas, que incluyen radionucleétidos, enzimas, agentes
fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, agentes cromogenos, sustratos, cofactores, inhibidores, particulas
magnéticas y similares.

Un polipéptido o péptido "derivado” es uno que se modifica, por ejemplo, por glucosilacion, pegilacion, fosforilacion,
sulfatacion, reduccion/alquilacion, acilacion, acoplamiento quimico o tratamiento suave con formalina. Un derivado
también puede modificarse para contener una etiqueta detectable, tanto directa como indirectamente, que incluye,
aunque no se limita a, un radioisotopo, etiqueta fluorescente y enzimatica.

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

"Mamifero" cubre mamiferos de sangre caliente que normalmente estan bajo atencién médica (por ejemplo, seres
humanos y animales domesticados). Los ejemplos incluyen felinos, caninos, equinos, bovinos y humanos, ademas
de solo humanos.

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

Tal como se usa en el presente documento, "cancer" se refiere a todo tipo de cancer o neoplasia o tumores malignos
descubiertos en mamiferos, incluyendo, aunque sin limitarse a: leucemias, linfomas, melanomas, carcinomas y
sarcomas. El propio cancer se manifiesta como un "tumor" o tejido que comprende células malignas del cancer. Los
ejemplos de tumores incluyen sarcomas y carcinomas como tales, pero no limitado a: fibrosarcoma, mixosarcoma,
liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomisarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma
de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer ovarico, cancer de prostata, carcinoma de células
escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandula sudoripara, carcinoma de
glandula sebacea, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular,
carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de conductos biliares, coriocarcinoma,
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seminoma, carcinoma embrional, tumor de Wilms, cancer cervical, tumor testicular, carcinoma de pulmén, carcinoma
de pulmén de células pequefias, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma,
craniofaringioma, ependimona, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligondendroglioma, meningioma,
melanoma, neuroblastoma, y retinoblastoma. Otros canceres que pueden tratarse con la composicion divulgada de
acuerdo con la divulgacion incluyen, pero sin limitarse a, por ejemplo, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin,
mieloma mudltiple, neuroblastoma, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén, rabdomiosarcoma,
trombocitosis primaria, macroglobulinemia primaria, tumores de pulmoén de células pequefias, tumores primarios del
cerebro, cancer de estdbmago, cancer de colon, tumores pancredticos, insulanoma carcinoide maligno, vejiga
urinaria, cancer gastrico, lesiones cutdneas premalignas, cancer testicular, linfomas, cancer de tiroides,
neuroblastoma, cancer de eséfago, cancer del tracto genitourinario, hipercalcemia maligna, cancer de cuello uterino,
cancer endometrial, cancer suprarrenal cortical, y cancer de préstata.

Tal como se usa en el presente documento "enfermedad o trastorno neurolégico” se refiere a cualquier enfermedad
o trastorno del sistema nervioso y/o del sistema visual. “Enfermedad o trastorno neurolégico” incluyen enfermedades
o trastornos que involucran al sistema nervioso central (cerebro, tronco encefalico y cerebelo), al sistema nervioso
periférico (incluyendo nervios craneales), y al sistema nervioso autbnomo (partes del cual estan ubicadas en el
sistema nervioso central y periférico). Una enfermedad o trastorno neuroldgico incluye, pero sin limitarse a, afasia
epileptiforme adquirida; encefalomielitis aguda diseminada; adrenoleucodistrofia; degeneracion macular relacionada
con la edad; agenesia del cuerpo calloso; agnosia; sindrome de Aicardi; enfermedad de Alexander; enfermedad de
Alpers; hemiplejia alternante; enfermedad de Alzheimer; demencia vascular; esclerosis lateral amiotréfica;
anencefalia; sindrome de Angelman; angiomatosis; anoxemia; afasia; apraxia; quistes aracnoides; aracnoiditis;
malformacion de Anronl-Chiari; malformacion arteriovenosa; sindrome de Asperger; ataxia-telangiectasia; trastorno
por déficit de atencidn con hiperactividad; autismo; disfuncién autonoma; dolor de espalda; enfermedad de Batten;
enfermedad de Behcet; pardlisis de Bell; blefaroespasmo esencial benigno; focal benigna; amiotrofia; hipertension
intracraneal benigna; enfermedad de Binswanger; blefaroespasmo; sindrome de Bloch Sulzberger; lesion del plexo
braquial; absceso cerebral; dafio cerebral; tumores cerebrales (incluyendo glioblastoma multiforme); tumor espinal;
sindrome de Brown-Sequard; enfermedad de Canavan; sindrome del tinel carpiano; causalgia; sindrome de dolor
central; mielindlisis pontina central; trastorno cefalico; aneurisma cerebral; arteriosclerosis cerebral; atrofia cerebral;
gigantismo cerebral; paralisis cerebral; enfermedad de Charcot-Marie-Tooth; neuropatia inducida por quimioterapia y
dolor neuropatico; malformacion de Chiari; corea; polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica; dolor cronico;
sindrome de dolor regional crénico; sindrome de Coffin Lowry ; coma, incluyendo estado vegetativo persistente;
diplejia facial congénita; degeneracién corticobasal; arteritis craneal; craneosinostosis; enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob; trastornos trauméaticos acumulativos; sindrome de Cushing; enfermedad del cuerpo de inclusion citomegalica;
infeccion por citomegalovirus; sindrome de los ojos y pies danzantes; sindrome de Dandy Walker; enfermedad de
Dawson; sindrome de De Morsier; pardlisis de Dejerine-Klumke; demencia; dermatomiositis; neuropatia diabética;
esclerosis difusa; disautonomia; disgrafia dislexia; distonias; encefalopatia epiléptica infantil temprana; sindrome de
la silla vacia; encefalitis; encefaloceles; angiomatosis encefalotrigeminal; epilepsia; paralisis de Erb; temblor
esencial; enfermedad de Fabry; sindrome de Fahr; desmayo; paralisis espastica familiar; convulsiones febriles;
sindrome de Fisher; ataxia de Friedreich; demencia fronto-temporal y otras "tauopatias"; enfermedad de Gaucher;
sindrome de Gerstmann; arteritis de células gigantes; enfermedad de inclusion celular gigante; leucodistrofia de
células globoides; sindorme de Guillain-Barré; mielopatia asociada al Htlv-1; enfermedad de Hallervorden-Spatz;
lesiobn craneal; dolor de cabeza; espasmo hemifacial; paraplejia espastica hereditaria; heredopatia atactica
polineuritiforme; herpes Zoster 6tico; infeccion por herpes; sindrome de Hirayama; demencia y neuropatia asociada
al VIH (también manifestaciones neuroldgicas del sida); holoprosencefalia; enfermedad de Huntington y otras
enfermedades de repeticion de poliglutamina; hidranencefalia; hidrocefalia; hipercortisolismo; hipoxia;
encefalomielitis mediada por inmunidad; miositis del cuerpo de inclusién; incontinentia pigmenti; enfermedad de
almacenamiento de &cido fitanico infantil; enfermedad de Refsum infantil; espasmos infantiles; miopatia inflamatoria;
quiste intracraneal; hipertension intracraneal; sindrome de Joubert; sindrome de Keams-Sayre; enfermedad de
Kennedy sindrome de Kinsboume; sindrome de Klippel Feil; enfermedad de Krabbe; enfermedad de Kugelberg-
Welander; kuru; enfermedad de Lafora; sindrome miasténico de Lambert-Eaton; sindrome de Landau-Kleffner;
sindrome medular lateral (Wallenberg); dificultades de aprendizaje; enfermedad de Leigh; sindrome de Lennox-
Gustaut; sindrome de Lesch-Nyhan; leucodistrofia; demencia del cuerpo de Lewy; lisencefalia; sindrome de
enclaustramiento; enfermedad de Lou Gehrig (es decir, enfermedad de las neuronas motoras o esclerosis lateral
amiotrdéfica); enfermedad del disco lumbar; enfermedad de Lyme - secuelas neuroldgicas; enfermedad de Machado-
Joseph; macrenefalia; megalencefalia; sindrome de Melkersson-Rosenthal; | enfermedad de Meniere; meningitis;
enfermedad de Menkes; leucodistrofia metacromatica; microcefalia; migrafia; sindrome de Miller Fisher; mini-trazos;
miopatias mitocondriales; sindrome de Mobius; amiotrofia monomélica; enfermedad de la neuronas motoras;
enfermedad de Moyamoya; mucopolisacaridosis; demencia de infarto milti; neuropatia motora multifocal; esclerosis
mdltiple y otros trastornos desmielinizantes; atrofia de multiples sistemas con hipotension postural; distrofia
muscular; miastenia gravis; esclerosis difusa mielinoclastica; encefalopatia mioclénica de lactantes; mioclono;
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miopatia; miotonia congénita; narcolepsia; neurofibromatosis; sindrome neuroléptico maligno; manifestaciones
neurolégicas del sida; secuelas neurolégicas del lupus; neuromiotonia; lipofuscinosis ceroide neuronal; trastornos de
migracion neuronal; enfermedad de Niemann-Pick; sindrome de O'sullivan-Mcleod; neuralgia occipital; secuencia de
disrafismo espinal oculto; sindrome de Ohtahara; atrofia olivopontocerebelosa; opsoclono mioclono; neuritis 6ptica;
hipotension ortostatica; sindrome de sobreuso; parestesias; enfermedad o trastorno neurodegenerativo (enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), demencia,
esclerosis multiple y otras enfermedades y trastornos asociados con la muerte celular neuronal); paramiotonia
congénita; enfermedades paraneoplasicas; ataques paroxisticos; sindrome de Parry Romberg; enfermedad de
Pelizaeus-Merzbacher; pardlisis periédicas; neuropatia periférica; neuropatia dolorosa y dolor neuropatico; estado
vegetativo persistente; trastornos profundos del desarrollo; reflejo estornudo fético; enfermedad de almacenamiento
de acido fitanico; enfermedad de Pick; nervio pinzado; tumores pituitarios; polimiositis; porencefalia; sindrome post-
polio; neuralgia postherpética; encefalomielitis postinfecciosa; hipotension postural; sindrome de Prader-Willi;
esclerosis lateral primaria; enfermedades pridnicas; atrofia hemifacial progresiva; multifocalleukoencefalopatia
progresiva; poliodistrofia esclerosante progresiva; pardlisis supranuclear progresiva; pseudotumor cerebral;
sindrome de Ramsay-Hunt (tipos i y 11); encefalitis de Rasmussen; sindrome de distrofia simpatica refleja;
enfermedad de Refsum; trastornos del movimiento repetitivo; lesiones por estrés repetitivo; sindrome de piernas
inquietas; mielopatia asociada a retrovirus; sindrome de Rett; sindrome de Reye; baile de San Vito; enfermedad de
Sandhoff; enfermedad de Schilder; esquizencefalia; displasia septo-6ptica; sindrome del bebé sacudido; herpes;
sindrome de Shy-Drager; sindrome de Sjogren; apnea del suefio; sindrome de Soto; espasticidad; espina bifida;
lesion de la médula espinal; tumores de la médula espinal; atrofia muscular en la columna; sindrome de Stiff-Person;
ictus; sindrome de Sturge-Weber; panencefalitis esclerosante subaguda; encefalopatia arteriosclerética subcortical;
corea de Sydenham; sincope; siringomielia; discinesia tardia; enfermedad de Tay-Sachs; arteritis temporal; sindrome
de la médula espinal atada; enfermedad de Thomsen; sindrome de la salida toracica; tic doloroso; pardlisis de Todd;
sindrome de Tourette; ataque isquémico transitorio; encefalopatias espongiformes transmisibles; mielitis transversa;
lesiobn cerebral traumatica; temblor; neuralgia trigeminal;, paraparesia espastica tropical; esclerosis tuberosa;
demencia vascular (demencia de mudltiples infartos); vasculitis incluyendo arteritis temporal; enfermedad de Von
Hippel-Lindau; sindrome de Wallenberg; enfermedad de Werdnig-Hoffman; sindrome de West; latigazo; sindrome de
Williams; enfermedad de Wildon; y | sindrome de Zellweger. La ataxia de Freidrichs es la enfermedad preferida para
su tratamiento con los oligonucleétidos de la divulgacion.

Una "enfermedad o trastorno proliferativo” incluye, pero sin limitarse a, trastornos neoplasicos hematopoyéticos que
involucran células hiperplasicas/neoplasicas de derivados de origen hematopoyético de lineas mieloides, linfoides o
eritroides, o células precursoras de las mismas. Estas incluyen, pero no se limitan a leucemia eritroblastica, leucemia
promieloide aguda (LPMA), leucemia mieldgena crénica (LMC), malignidades linfoides, incluyendo, pero sin limitarse
a, leucemia linfoblastica aguda (LLA), la cual incluye TODAS las lineas B y TODAS las lineas T, leucemia linfocitica
cronica (LLC), leucemia prolinfocitica (LPL), leucemia de células pilosas (LCP) y la macroglobulinemia de
Waldenstrom (MW). Formas adicionales de linfomas malignos incluyen, pero no se limitan a, linfoma no Hodgkin y
variantes, linfomas de células T periféricas, leucemia/linfoma de células T adultas (LTA), linfoma cutaneo de células
T (LCCT), leucemia linfocitica granular de células grandes (LFG), enfermedad de Hodgkin y enfermedad de Reed-
Sternberg.

Composiciones y moléculas de polinucleétidos y oligonucledtidos

Dianas: En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de &cido nucleico de frataxina (FXN), incluyendo sin
limitacion secuencias no codificantes y/o codificantes, sentido y/o antisentido asociadas al gen FXN.

La frataxina FXN es un gen nuclear que codifica una proteina mitocondrial que pertenece a la familia FRATAXINA.
La proteina funciona regulando el transporte del hierro y la respiracién mitocondriales. La expansion de la repeticién
del trinucledtido GAA intrénica produce la ataxia de Friedreich. Se produce splicing alternativo en este locus y se han
identificado dos variantes de transcrito que codifican isoformas diferentes.

Los defectos en la frataxina son la causa de la ataxia de Friedreich (FRDA). La FRDA es una enfermedad
degenerativa progresiva, autosémica y recesiva caracterizada por neurodegeneracion y cardiomiopatia y es la ataxia
hereditaria mas comin. Normalmente, el trastorno se manifiesta antes de la adolescencia y, generalmente, se
caracteriza por falta de coordinacién del movimiento en las extremidades, disartria, nistagmus, disminucién o
ausencia de los reflejos del tenddn, signo de Babinski, deterioro del sentido de la posicion y del sentido vibratorio,
escoliosis, pie cavo y dedo en martillo. En la mayoria de pacientes, la FRDA es debida a expansiones de la
repeticion del triplete GAA en el primer intron del gen frataxina, pero en algunos casos, la enfermedad se debe a
mutaciones en la regién codificante.
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La ataxia de Freidreich (FRDA) es la ataxia recesiva autosémica mas comun, con una incidencia de1:50 000. Al igual
gue las ataxias espinocerebelares autosémicas dominantes, el principal signo clinico de la enfermedad es la pérdida
de coordinacion y la inestabilidad de la marcha. Sin embargo, la cardiomiopatia hipertréfica y la resistencia a la
insulina también son habituales en la FRDA.

Normalmente, la FRDA es provocada por la herencia de dos alelos expandidos de la repeticién del triplete (GAA)N
en el primer intron del gen frataxina. Se piensa que las expansiones inhiben parcialmente la etapa de elongacion de
la transcripcion o condensan la estructura de la cromatina y, por tanto, reducen la expresion de la proteina frataxina.
Tanto la severidad de la FRDA como la edad de apariciéon estan directamente relacionadas con el tamafio de la
expansion de GAA mas pequefia.

Se piensa que la frataxina apoya la biogénesis de los clisteres hierro-azufre, ya que su deficiencia afecta
especificamente a enzimas del clister hierro-azufre y porque interactda con la ISCU, que se piensa que es la matriz
principal sobre la que se construyen los clisteres hierro-azufre. Estudios in vitro han probado que la frataxina
interactda con el clister hierro-azufre que contiene las enzimas mitocondriales aconitasa y ferroquelatasa (una
proteina ISC de los mamiferos), mientras que en levaduras y Caenorhabditis elegans interactia con la succinato
deshidrogenasa. La disminucion de la expresion del mensaje de la frataxina provoca una disminucién de la
maduracion de las proteinas del cluster hierro-azufre. El analisis de microarrays de células humanas ha mostrado
que la deplecion de la frataxina afecta preferentemente a transcritos relacionados con el cluster hierro-azufre.

La Tabla 1 muestra un ejemplo de proteinas mitocondriales asociadas a la frataxina humana.

Tabla 1:
Proteina identificada Abreviatura Total | MW N.°de
acceso
Mortalina, GRP75, hsp70 9B HSPA9B/GRP75 12 73,6 24234688
isdll/cromosoma 6 orf 149 C6orfl49/1SD11 1 10,8 38570053
ATP sintasa, FO subunidad G ATP5L 1 11,4 51479156
hsp 60, GroEL, SPG13 HSPD1 5 61,2 77702086
Familia ATPasa, dominio AAA ATAD3A 3 72,5 42476028
Preproteina isoforma 1 de la frataxina FRATAXINA 1 23,1 31077081
Succinato deshidrogenasa A SDHA 1 70,9 4759808
Gen de la familia ATPasa AFG3-similar a AFG3L1 1 88,5 5802970
2

En uno de los aspectos, se usan oligonucledtidos antisentido para prevenir o tratar enfermedades o trastornos
asociados a la expresion y/o funcion andmalas de la frataxina. Esto incluye todas las formas de las moléculas de
frataxina, incluyendo mutantes y expresion o funcion aberrantes de moléculas de frataxina normales o anémalas.

Una amplia gama de enfermedades o trastornos se puede atribuir a la expresion o funcion andémalas de la frataxina
en forma de asociados de frataxina con miltiples proteinas mitocondriales y otras moléculas fisiolégicamente
importantes, tales como, por ejemplo, biogénesis y reparacion de clisteres hierro-azufre, transporte y metabolismo
del hierro y accién antioxidativa. La frataxina también interactia con la chaperona mitocondrial GRP75/mortalina; la
chaperona mitocondrial HSP60. HSP60 es un conocido interactor del GRP75 y junto con el HSPIO forma un
complejo de chaperonina mitocondrial.

La frataxina también interactia con la succinato deshidrogenasa, que es un complejo enzimatico integrado en la
membrana interna de la matriz mitocondrial, interactuando con la matriz pero no con el espacio intermembrana.

La frataxina interactla con un ortélogo de la ISD11 que se ha demostrado que es un componente del complejo de la
biogénesis de hierro-azufre Nfs IlISeD eucaridtico. Por tanto, cualquier deficiencia (por ejemplo, expresion, funcion)
de frataxina afectaria a multitud de procesos intracelulares.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también es empleada por los expertos en la materia para usos
terapéuticos. Se han empleado oligonucle6tidos antisentido como restos terapéuticos en el tratamiento de patologias
en animales y el ser humano. Los oligonucleétidos antisentido se han administrado con seguridad y eficazmente a
seres humanos y numerosos ensayos clinicos estan actualmente en marcha. De este modo, se establece que los
oligonucledtidos pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden configurarse para ser Utiles en regimenes
de tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales, especialmente seres humanos.
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En un aspecto, se utilizan oligonucle6tidos antisentido para prevenir o tratar enfermedades o trastornos asociados
con los miembros de la familia FXN. Las enfermedades y los trastornos mediados por frataxina (FXN) ejemplares
que se pueden tratar con células/tejidos regenerados a partir de células madre obtenidas usando los compuestos
antisentido comprenden: una enfermedad o un trastorno asociados a la funcién y/o expresion anémalas de la FXN,
ataxia de Freidreich, sindrome de Leigh, cancer, una enfermedad o un trastorno proliferativos, proliferaciéon celular
anomala, una enfermedad o un trastorno neurolégicos, una enfermedad o un trastorno asociados a una funcién
mitocondrial deficiente, una enfermedad o un trastorno neurodegenerativos causados por disfunciéon mitocondrial
adquirida, una enfermedad o un trastorno asociados al estrés oxidativo, inflamacion y una enfermedad o un trastorno
autoinmunes.

En un aspecto, la modulacion de FXN por uno o varios oligonucleétidos antisentido se administra a un paciente que
los necesite para prevenir o tratar cualquier enfermedad o trastorno relacionado con la expresién, funcién o actividad
andmalas de la FXN en comparacion con un control normal.

En un aspecto, los oligonucle6tidos son especificos para polinucleétidos del gen FXN, lo que incluye, sin limitacion,
regiones no codificantes. Las dianas de FXN comprenden variantes de FXN; mutantes de FXN, incluyendo SNP;
secuencias no codificantes de FXN; alelos, fragmentos y similares. Preferentemente, el oligonucleétido es una
molécula de ARN antisentido.

De acuerdo con aspectos de la divulgacion, la molécula de &cido nucleico diana no esta limitada a polinucleétidos de
FXN en solitario, sino que se extiende a cualquiera de las isoformas, receptores, homdlogos, regiones no
codificantes y similares de FXN.

En un aspecto, un oligonucledtido estd dirigido a una secuencia antisentido natural (antisentido natural a las
regiones codificantes y no codificantes) de dianas del gen FXN, incluyendo, sin limitacion, variantes, alelos,
homélogos, mutantes, derivados, fragmentos y secuencias complementarias a estos. Preferentemente el
oligonucledtido es una molécula de ARN o ADN antisentido. La molécula de 4cido nucleico diana se encuentra en
“sistemas biolégicos” en si y la presente divulgacion incluye el tratamiento de tales sistemas bioldgicos con el
oligonucledtido de la divulgacion. El término “sistema o sistemas biolégicos”, en general, incluye pacientes y/o otros
organismos vivos asi como células y/o modelos celulares usados para monitorizar la expresién de la proteina diana.
Los oligonucleétidos de la divulgacion son utiles in vivo e in vitro.

En un aspecto, los compuestos oligoméricos de la presente divulgacion también incluyen variantes en las que una
base diferente esta presente en una o méas de las posiciones de nucleétido en el compuesto. Por ejemplo, si el
primer nucleétido es una adenina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina, citidina u otros
nucleétidos naturales o no naturales en esta posicion. Esto puede hacerse en cualquiera de las posiciones del
compuesto antisentido. Estos compuestos se ensayan entonces usando los procedimientos descritos en el presente
documento para determinar su capacidad para inhibir la expresion de un acido nucleico diana.

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

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

Un compuesto antisentido, ya sea ADN, ARN, quimérico, sustituido, etc., es especificamente hibridable cuando la

unién del compuesto a la molécula de ADN o de ARN diana interfiere en la funciéon normal del ADN o ARN diana
para producir una pérdida de utilidad, y hay un grado de complementariedad suficiente para evitar la union
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inespecifica del compuesto antisentido a secuencias no diana en condiciones en las que se desea la union
especifica, es decir, en condiciones fisiolégicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en el caso
de ensayos in vitro, en condiciones en las que se realizan los ensayos.

En un aspecto, la eleccion como diana del gen FXN, incluyendo sin limitaciéon, secuencias antisentido que se
identifican y se expanden, usando, por ejemplo, PCR, hibridacion etc., una o mas de las secuencias expuestas como
las SEQ ID NO: 2, y similares, modulan la expresion o funcion de FXN. En un aspecto, la expresion o funcion esta
regulada positivamente en comparacion con un control. En un aspecto, la expresién o funcién esta regulada
negativamente en comparacion con un control.

En un aspecto, los oligonucleétidos comprenden secuencias expuestas como las SEQ ID NO: 3 a 6 incluyendo
secuencias antisentido que se identifican y expanden, usando, por ejemplo PCR, hibridacion, etc. Estos
oligonucledtidos pueden comprender uno o mas nucledtidos modificados, fragmentos mas cortos o mas largos,
enlaces modificados y similares. Los ejemplos de enlaces modificados o enlaces internucleotidicos comprenden
fosforotioato, fosforoditioato o similares. En un aspecto, los nucleétidos comprenden un derivado de fésforo. El
derivado de fésforo (o grupo fosfato modificado) que puede unirse al resto de azlcar o de analogo de azlcar en los
oligonucleétidos modificados de la presente divulgacion puede ser un monofosfato, difosfato, trifosfato, alquilfosfato,
alcanofosfato, fosforotioato y similares. La preparacion de los analogos de fosfato indicados anteriormente, y su
incorporacion en nucledtidos, nucledtidos modificados y oligonucle6tidos, también es en si conocida y no es
necesario describirla aqui.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también es empleada por los expertos en la materia para usos
terapéuticos. Se han empleado oligonucle6tidos antisentido como restos terapéuticos en el tratamiento de patologias
en animales y el ser humano. Los oligonucledtidos antisentido se han administrado con seguridad y eficazmente a
seres humanos y numerosos ensayos clinicos estan actualmente en marcha. De este modo, se establece que los
oligonucleétidos pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden configurarse para ser Utiles en regimenes
de tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales, especialmente seres humanos.

En aspectos de la presente divulgacion, los compuestos antisentido oligoméricos, particularmente oligonucleétidos,
se unen a moléculas de acidos nucleicos diana y modulan la expresion y/o funcion de moléculas codificadas por un
gen diana. Las funciones de ADN con las que interferiran comprenden, por ejemplo, replicacién y transcripcion. Las
funciones de ARN con las que interferirdn comprenden todas las funciones vitales tales como, por ejemplo,
translocalizacion del ARN al sitio de traduccidn de proteina, traduccion de proteina desde ARN, splicing del ARN
para dar una 0 mas especies de ARNm, y actividad catalitica que puede acoplarse en o facilitarse por el ARN. Las
funciones pueden regularse positivamente o inhibirse dependiendo de las funciones deseadas.

Los compuestos antisentido incluyen compuestos antisentido oligoméricos, oligonucledtidos antisentido,
oligonucledtidos de secuencia de guia externa (EGS), agentes de splicing alternativos, cebadores, sondas, y otros
compuestos oligoméricos que hibridan con al menos una parte del acido nucleico diana. Por lo tanto, estos
compuestos pueden introducirse en forma de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, parcialmente
monocatenarios, o circulares.

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

El proceso de direccionamiento normalmente también incluye la determinacion de al menos una region diana,
segmento, o sitio dentro del &cido nucleico diana para que la interaccién antisentido se produzca de forma que
resulte el efecto deseado, por ejemplo, la modulacién de la expresion. Dentro del contexto de la presente
divulgacion, el término "regién” se define como una parte del acido nucleico diana que tiene al menos una estructura,
funciéon o caracteristica identificable. Dentro de las regiones de &cidos nucleicos diana estan segmentos. Los
"segmentos" se definen como partes mas pequefias o sub-partes de regiones dentro de un &cido nucleico diana.
"Sitios", tal como se usa en la presente divulgacion, se define como posiciones dentro de un acido nucleico diana.

En un aspecto, los oligonucleétidos antisentido se unen a las secuencias antisentido naturales del gen frataxina

(FXN) (SEQ ID NO: 2) y modulan la expresion y/o funcion del gen FXN (SEQ ID NO: 1). Los ejemplos de secuencias
antisentido incluyen las SEQ ID NO: 3 a 6.
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En un aspecto, los oligonucledtidos antisentido se unen a uno o mas segmentos de los polinucleétidos del gen
frataxina (FXN) y modulan la expresion y/o funcion del gen FXN. Los segmentos comprenden al menos cinco
nucleétidos consecutivos de los polinucledtidos sentido o antisentido del gen FXN.

En un aspecto, los oligonucleotidos antisentido son especificos para secuencias antisentido naturales del gen FXN
donde la uniéon de los oligonucleétidos a las secuencias antisentido naturales del gen FXN modulan la expresion y/o
la funcién del gen FXN.

En un aspecto, los compuestos de oligonucledtido comprenden secuencias expuestas como las SEQ ID NO: 3 a 6,
secuencias antisentido que se identifican y expanden usando, por ejemplo, PCR, hibridacion etc. Estos
oligonucledtidos pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados, fragmentos mas cortos o mas largos,
enlaces modificados y similares. Los ejemplos de enlaces modificados o enlaces internucleotidicos comprenden
fosforotioato, fosforoditioato o similares. En un aspecto, los nucleétidos comprenden un derivado de fésforo. El
derivado de fosforo (o grupo fosfato modificado) que puede unirse al resto de azucar o de analogo de azlcar en los
oligonucleétidos modificados de la presente divulgacion puede ser un monofosfato, difosfato, trifosfato, alquilfosfato,
alcanofosfato, fosforotioato y similares. La preparacion de los anélogos de fosfato indicados anteriormente, y su
incorporacidon en nucledtidos, nucledtidos modificados y oligonucle6tidos, también es en si conocida y no es
necesario describirla aqui.

Ya que, tal como se conoce en la técnica, el codon de iniciacion de la traduccién normalmente es 5-AUG (en
moléculas de ARNm transcrito; 5-ATG en la molécula de ADN correspondiente), el codon de iniciacion de la
traduccion también se denomina el "codén AUG", el "codén de iniciacion" o el "codén de iniciacion AUG". Una
minoria de genes tiene un codon de iniciacion de la traduccién que tiene la secuencia de ARN 5'-GUG, 5-UUG o 5'-
CUG; y se ha demostrado que 5'-AUA, 5'-ACG y 5'-CUG funcionan in vivo. De este modo, las expresiones "codon de
iniciacién de la traduccion" y "codon de iniciacion" pueden englobar muchas secuencias de coddn, aun cuando el
aminoécido iniciador en cada caso normalmente sea metionina (en eucariotas) o formilmetionina (en procariotas).
Los genes eucariotas y procariotas pueden tener dos 0 mas codones de iniciacién alternativos, uno cualquiera de los
cuales puede utilizarse preferencialmente para la iniciacion de la traduccion en un tipo particular de célula o tejido, o
en un conjunto particular de condiciones. En el contexto de la divulgacion, "coddn de iniciacion” y "codon de
iniciacion de la traduccion” se refieren al codén o codones que se usan in vivo para iniciar la traduccion de un ARNm
transcrito de un gen que codifica para frataxina (FXN), independientemente de las una o méas secuencias de dichos
codones. Un coddn de terminacion de la traduccién (o "coddn de terminacion") de un gen puede tener una de tres
secuencias, es decir, 5'-UAA, 5-UAG y 5-UGA (las secuencias de ADN correspondientes son 5'-TAA, 5-TAG y 5'-
TGA, respectivamente).

Las expresiones "region de coddn de iniciacion" y "region de codon de iniciacion de la traduccion” se refieren a una
parte de dicho ARNm o gen que engloba de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucleétidos contiguos en
cualquier direccion (es decir, 5' 0 3') desde un codon de iniciacion de la traduccion. Analogamente, las expresiones
"region de codén de terminacion” y "region de coddn de terminacion de la traduccién” se refieren a una parte de
dicho ARNm o gen que engloba de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucle6tidos contiguos en cualquier
direccion (es decir, 5' 0 3') desde un coddn de terminacion de la traduccién. Por consiguiente, la "region de codén de
iniciacién" (o "region de coddn de iniciacion de la traducciéon") y la "region de coddn de terminacion” (o "region de
codon de terminacion de la traduccion™) son todas las regiones que pueden ser eficazmente elegidas como diana
con los compuestos antisentido de la presente divulgacion.

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

Otra region diana incluye la regién no traducida 5' (5'UTR), conocida en la técnica para referirse a la parte de un
ARNmM en la direccién 5' desde el codén de iniciacion de la traduccion, y que incluye, por lo tanto, nucleétidos entre
el sitio caperuza 5’ y el coddn de iniciacién de la traduccién de un ARNm (o nucledétidos correspondientes en el gen).
Otra region diana mas incluye la region no traducida 3' (3'UTR), conocida en la técnica para referirse a la parte de un
ARNmM en la direccidon 3' desde el coddn de terminacién de la traduccion, y que incluye, por lo tanto, nucleétidos
entre el codon de terminacién de la traduccién y el extremo 3' de un ARNm (o nucledtidos correspondientes en el
gen). El sitio caperuza 5' de un ARNm comprende un residuo de guanosina N7-metilado unido al residuo mas 5' del
ARNmM mediante un enlace trifosfato 5'-5'. La region caperuza 5' de un ARNm se considera que incluye la propia
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estructura caperuza 5', ademas de los primeros 50 nucleétidos adyacentes al sitio caperuza. Otra region diana para
esta divulgacion es la region caperuza 5'.

Aunque algunos transcritos de ARNm eucariotas se traducen directamente, muchos contienen una 0 mas regiones,
conocidas como "intrones”, que se escinden de un transcrito antes de que se traduzca. Las regiones restantes (y,
por tanto, traducidas) se conocen como “"exones" y se someten a splicing juntas para formar una secuencia de
ARNmM continua. En un aspecto, la eleccién como diana de sitios de splicing, es decir, empalmes intrén-exén o
empalmes exon-intrén, es particularmente (til en situaciones en las que el splicing aberrante participa en la
enfermedad, o en las que una produccién en exceso de un producto de splicing particular participa en la
enfermedad. Un empalme de fusién aberrante debido a la transposicion o delecién es otro aspecto de un sitio diana.
Los ARNm transcritos producidos mediante el proceso de splicing de dos (0 mas) ARNm de diferentes fuentes de
genes se conocen como "transcritos de fusion”. Los intrones pueden ser eficazmente elegidos como diana usando
compuestos antisentido dirigidos a, por ejemplo, ADN o pre-ARNm.

En un aspecto, los oligonuclettidos antisentido se unen a regiones codificantes y/o no codificantes de un
polinucleétido diana y modulan la expresion y/o funcién de la molécula diana.

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

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

Pueden producirse transcritos de ARN alternativos a partir de la misma regién genémica de ADN. Estos transcritos
alternativos son generalmente conocidos como "variantes". Mas especificamente, "variantes de pre-ARNm" son
transcritos producidos a partir del mismo ADN gendmico que se diferencian de otros transcritos producidos a partir
del mismo ADN gendmico en su posicion de inicio o de parada y contienen tanto secuencia intrénica como exénica.

Tras la escision de una o mas regiones de exdn o intrén, o partes de las mismas durante el corte y empalme, las
variantes de pre-ARNm producen "variantes de ARNm" mas pequefias. Por consiguiente, las variantes de ARNm
son variantes de pre-ARNm procesadas y cada variante de pre-ARNm Unica siempre debe producir una variante de
ARNmM Unica como resultado del corte y empalme. Estas variantes de ARNm también se conocen como "variantes
de splicing alternativas". Si no se produce splicing de la variante de pre-ARNm, entonces la variante de pre-ARNm
es idéntica a la variante de ARNm.

Las variantes pueden producirse mediante el uso de sefiales alternativas para la transcripcién de inicio o de parada.
Los Pre-ARNm y ARNm pueden poseer mas de un codon de iniciacion o codon de terminacion. Las variantes que se
originan a partir de un pre-ARNm o ARNm que usan codones de iniciacion alternativos se conocen como "variantes
de inicio alternativas" de ese pre-ARNm o ARNm. Aquellos transcritos que usan un codén de terminacion alternativo
se conocen como "variantes de parada alternativas" de ese pre-ARNm o ARNm. Un tipo especifico de variante de
parada alternativa es la "variante de poliA", en la que los multiples transcritos producidos resultan de la seleccion
alternativa de una de las "sefiales de parada de poliA" por la maquinaria de transcripcion, produciendo de este modo
transcritos que terminan en sitios de poliA Unicos. Dentro del contexto de la divulgacion, los tipos de variantes
descritos en el presente documento también son aspectos de acidos nucleicos diana.

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

Aunque las secuencias especificas de ciertos segmentos diana a modo de ejemplo se exponen en el presente
documento, un experto en la materia reconocera que éstas sirven para ilustrar y describir aspectos particulares
dentro del alcance de la presente divulgacion. Segmentos diana adicionales son facilmente identificables por un
experto en la materia en vista de esta divulgacion.

Se considera que segmentos diana de 5-100 nucleétidos de longitud que comprenden un tramo de al menos cinco
(5) nucledtidos consecutivos seleccionados de dentro de los segmentos diana preferidos ilustrativos también son
adecuados para el direccionamiento.

Los segmentos diana pueden comprender secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos los 5 nucleétidos
consecutivos desde el extremo 5' de uno de los segmentos diana preferidos ilustrativos (siendo los restantes

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 653247 T3

nucleétidos un tramo consecutivo del mismo ADN o ARN que empieza inmediatamente cadena arriba del extremo 5'
del segmento diana y que continGia hasta que el ADN o ARN contenga de aproximadamente 5 a aproximadamente
100 nucledtidos). Segmentos diana similarmente preferidos se representan por secuencias de ADN o ARN que
comprenden al menos los 5 nucleétidos consecutivos desde el extremo 3' de uno de los segmentos diana preferidos
ilustrativos (siendo los restantes nucledtidos un tramo consecutivo del mismo ADN o ARN que empieza
inmediatamente cadena abajo del extremo 3' del segmento diana y que contindia hasta que el ADN o ARN contenga
de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 nucleétidos). Un experto en la materia armado con los segmentos
diana ilustrados en el presente documento sera capaz, sin excesiva experimentacion, de identificar segmentos diana
preferidos adicionales.

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

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

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

Los ARN pueden clasificarse en (1) ARN mensajeros (ARNm), que se traducen en proteinas, y (2) ARN no
codificantes de proteina (ARNnc). Los ARNnc comprenden microARN, transcritos antisentido y otras unidades
transcripcionales (TU) que contienen una alta densidad de codones de terminacion y que carecen de cualquier
amplio "marco de lectura abierto”. Muchos ARNnNc parecen empezar a partir de sitios de iniciacion en regiones no
traducidas 3' (3'UTRs) de loci codificantes de proteinas. Los ARNNnc son frecuentemente raros y al menos la mitad
de los ARNnc que se han secuenciado por el consorcio FANTOM no parecen estar poliadenilados. La mayoria de
los investigadores se han basado, por motivos obvios, en ARNm poliadenilados que se procesan y se exportan al
citoplasma. Recientemente, se demostr6 que el conjunto de ARN nucleares no poliadenilados puede ser muy
grande, y que muchos de dichos transcritos surgen de las llamadas regiones intergénicas. El mecanismo por el que
los ARNNnc pueden regular la expresion génica es por apareamiento de bases con transcritos diana. Los ARN que
funcionan por apareamiento de bases pueden agruparse en (1) ARN codificados en cis que estan codificados en la
misma ubicacion genética, pero en la cadena opuesta a los ARN en los que actian y, por lo tanto, muestran
complementariedad perfecta con su diana, y (2) ARN codificados en trans que estan codificados en una ubicacion
cromosomica distinta de los ARN en los que actdan y generalmente no presentan potencial de apareamiento de
bases perfecto con sus dianas.

Sin desear cefiirse a ninguna teoria, la perturbacién de un polinucleétido antisentido por los oligonucleétidos
antisentido descritos en el presente documento puede alterar la expresion de los ARN mensajeros sentido
correspondientes. Sin embargo, esta regulacion puede tanto ser discordante (la inactivacion antisentido produce
elevacion de ARN mensajero) como concordante (la inactivacion antisentido produce reduccidon concomitante de
ARN mensajero). En estos casos, los oligonucledtidos antisentido pueden ser dirigidos a partes solapantes o no
solapantes del transcrito antisentido que producen su inactivacion o secuestro. El antisentido codificante, ademas de
no codificante, puede ser dirigido de una manera idéntica y que cualquier categoria es capaz de regular los
transcritos sentido correspondientes - tanto de una manera concordante como discordante. Las estrategias que se
emplean en identificar nuevos oligonucle6tidos para su uso contra una diana pueden basarse en la inactivacion de
transcritos de ARN antisentido por oligonucle6tidos antisentido o cualquier otro medio de modulacion de la diana
deseada.

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

Estrategia 2: En el caso de regulacion concordante, podrian inactivarse de forma concomitante tanto los transcritos
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antisentido como sentido y asi lograr una reduccion sinérgica de la expresion génica (sentido) convencional. Si, por
ejemplo, un oligonucledtido antisentido se usa para lograr la inactivacion, entonces esta estrategia puede usarse
para aplicar un oligonucleétido antisentido dirigido al transcrito sentido y otro oligonucleétido antisentido al transcrito
antisentido correspondiente, o un Unico oligonucledtido antisentido energéticamente simétrico que se dirige
simultdneamente a transcritos sentido y antisentido solapantes.

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

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

En un aspecto, los oligonucledtidos o compuestos antisentido deseados comprenden al menos un ARN antisentido,
ADN antisentido, oligonucledtidos antisentido quiméricos, oligonucleétidos antisentido que comprenden enlaces
modificados, ARN de interferencia (ARNi), ARN de interferencia pequefio (SiRNA); un microARN de interferencia
(miARN); un ARN temporal pequefio (ARNtp); o un ARN de horquilla corta (ARNhc); activacion génica inducida por
ARN pequefio (ARNa); ARN activantes pequefios (ARNap), o0 combinaciones de los mismos.

Los dsARN también pueden activar la expresion génica, un mecanismo que se ha llamado "activacion génica
inducida por ARN pequefio" o0 aARN. Los promotores génicos que se dirigen a dsARN inducen la potente activacion
transcripcional de genes asociados. El ARNa se demostré en células humanas usando ARNdc sintéticos, llamados
"ARN activantes pequefios" (ARNap). No se sabe actualmente si el ARNa esta conservado en otros organismos.

Se ha descubierto que el ARN bicatenario pequefio (dsARN), tal como ARN interferente pequefio (SiRNA) y
microARN (miARN), es el desencadenante de un mecanismo evolutivamente conservado conocido como
interferencia de ARN (iIARN). La iARN conduce invariablemente al silenciamiento génico mediante la remodelacion
de cromatina para suprimir de este modo la transcripcion, degradacién de ARNm complementario, o bloqueo de la
traduccion de proteinas. Sin embargo, en los aspectos descritos en detalle en la seccién de ejemplos a continuacion,
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se muestra que los oligonucledtidos aumentan la expresién y/o funcion de los polinucleétidos de la frataxina (FXN) y
productos codificados por los mismos. Los dsARN también pueden actuar como ARN activantes pequefios (ARNap).
Sin desear cefiirse a ninguna teoria, direccionando secuencias a promotores génicos, los ARNap induciran la
expresion de genes diana en un fenémeno denominado activacion transcripcional inducida por ARNdc (ARNa).

En un aspecto adicional, los "segmentos diana preferidos" identificados en el presente documento pueden
emplearse en un cribado para compuestos adicionales que modulan la expresion de polinucleétidos de frataxina
(FXN). Los "moduladores" son aquellos compuestos que disminuyen o aumentan la expresiéon de una molécula de
acido nucleico que codifica el gen FXN y que comprenden al menos una parte de 5 nucleétidos que es
complementaria a un segmento diana preferido. El procedimiento de cribado comprende las etapas de poner en
contacto un segmento diana preferido de una molécula de acido nucleico que codifica polinucleétidos sentido o
antisentido naturales del gen FXN con uno o mas moduladores candidatos, y seleccionar uno o mas moduladores
candidatos que disminuyen o aumentan la expresiéon de una molécula de acido nucleico que codifica polinucle6tidos
del gen FXN, por ejemplo, las SEQ ID NO: 3 al 6. Una vez que se demuestra que el modulador o moduladores
candidatos son capaces de modular (por ejemplo, tanto disminuir como aumentar) la expresion de una molécula de
acido nucleico que codifica polinucleétidos del gen FXN, el modulador puede entonces emplearse en estudios de
investigacion adicionales de la funcién de polinucleétidos del gen FXN, o para su uso como un agente de
investigacion, diagnostico o terapéutico de acuerdo con la presente divulgacion.

El direccionamiento de la secuencia antisentido natural modula preferentemente la funciéon del gen diana. Por
ejemplo, el gen FXN (por ejemplo, nimero de acceso NM_181425). En un aspecto, la diana es un polinucleétido
antisentido del gen FXN. En un aspecto, un oligonucleétido antisentido dirigido a secuencias sentido y/o antisentido
naturales de polinucledétidos del gen FXN (por ejemplo, nimero de acceso NM_181425), variantes, alelos, isoformas,
homélogas, mutantes, derivados, fragmentos y secuencias complementarias correspondientes. Preferentemente, el
oligonucleétido es una molécula antisentido y las dianas incluyen regiones codificantes y no codificantes de
polinucleétidos antisentido y/o sentido de FXN.

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

Se ha demostrado en la técnica que dichos restos de oligonucleétido bicatenario modulan la expresién de la diana 'y
regulan la traduccion, ademas del procesamiento de ARN mediante un mecanismo antisentido. Ademas, los restos
bicatenarios pueden someterse a modificaciones quimicas. Por ejemplo, se ha demostrado que dichos restos
bicatenarios inhiben la diana por la hibridacion clasica de la cadena antisentido del duplex con la diana, produciendo
de este modo la degradacion enzimatica de la diana.

En un aspecto, un oligonucleétido antisentido se dirige a polinucledtidos de frataxina (FXN) (por ejemplo, nimero de
acceso: NM_181425), variantes, alelos, isoformas, homdélogos, mutantes, derivados, fragmentos y secuencias
complementarias a los mismos. Preferentemente, el oligonucleétido es una molécula antisentido.

De acuerdo con aspectos de la divulgacion, la molécula de &cido nucleico diana no se limita a la FXN por si sola,
sino que se extiende a cualquiera de las isoformas, receptores, homoélogos y similares de las moléculas de FXN.

En un aspecto, un oligonucledtido se dirige a una secuencia antisentido natural de polinucleétidos de FXN, por
ejemplo, polinucledtidos expuestos en la SEQ ID NO: 2, y cualquier variante, alelo, homélogo, mutante, derivado,
fragmento y secuencia complementaria a los mismos. Ejemplos de oligonucleétidos antisentido se exponen como las
SEQ ID NOS: 3 al 6.

En un aspecto, los oligonucledtidos son complementarios a, 0 se unen a, secuencias de acido nucleico del gen FXN
antisentido, incluyendo sin limitacion secuencias sentido y/o antisentido no codificantes asociadas con
polinucleétidos del gen FXN y modulan la expresion y/o funcién de moléculas del gen FXN.

En un aspecto, los oligonucletdtidos son complementarios a, o se unen a, secuencias de &cido nucleico del
antisentido natural del gen FXN, expuesto como SEQ ID NO: 2 y modula la expresién y/o la funcion de moléculas de
FXN.

En un aspecto, los oligonucleétidos comprenden secuencias de al menos 5 nucle6tidos consecutivos de las SEQ ID
NO: 3 a 6 y modula la expresién y/o la funcion de moléculas de FXN.
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Las dianas de polinucleétido comprenden FXN, que incluyen miembros de la familia del mismo, variantes del FXN;
mutantes del FXN, que incluyen SNP; secuencias no codificantes del FXN; alelos del FXN; variantes de especies,
fragmentos y similares. Preferentemente, el oligonucleétido es una molécula antisentido.

En un aspecto, el oligonucleétido que se dirige a polinucleétidos del gen FXN, comprende: ARN antisentido, ARN de
interferencia (ARNi), ARN de interferencia pequefio (SiRNA); microARN de interferencia (miARN); un ARN temporal
pequefio (ARNtp); o un ARN de horquilla corta (ARNhc); activacién génica inducida por ARN pequefio (ARNa); o,
ARN activante pequefio (ARNap).

En un aspecto, la eleccion como diana de transcritos antisentido naturales de frataxina (FXN), por ejemplo, SEQ ID
NO: 2 y/o otros transcritos antisentido naturales de FXN puede llevarse a cabo mediante administracion de
oligonucledtidos que se unen y modulan la expresién o funcién de estas dianas. En un aspecto, la expresiéon o
funcién esta regulada positivamente en comparacion con un control. En otro aspecto, la expresion o funcion esta
regulada negativamente en comparacion con un control.

En un aspecto, los compuestos antisentido comprenden secuencias expuestas como las SEQ ID NO: 3 al 6. Estos
oligonucleétidos pueden comprender uno o mas nucledtidos modificados, fragmentos mas cortos o mas largos,
enlaces modificados y similares.

En un aspecto, las SEQ ID NO: 3 a 6 comprenden uno o mas nucledtidos de LNA. La tabla 2 muestra ejemplos de
oligonucledtidos antisentido utiles en los procedimientos de la divulgacion.

Tabla 2:
ID de Nombre de la secuencia Secuencia
secuencia antisentido
SEQ ID NO: 3 CUR-0732 G*C*T*C*C*C*A*A*G*T*T*C*C*T*C*C*T*G*T*T
SEQID NO: 4 CUR-0733 C*G*G*A*G*C*A*G*C*A*T*G*T*G*G*A*C*T*C*T
SEQID NO: 5 CUR-0734 G*G*A*G*C*A*G*C*A*T*G*T*G*G*A*C*T*C*T
SEQ ID NO: 6 CUR-0735 G*T*C*T*A*A*C*C*T*C*T*A*G*C*T*G*C*T*C*C*C

* indica enlace fosfotioato. + indica un LNA que tiene un enlace 2'-O-4'-metileno en la porcion de ribosa del acido
ribonucleico designado. Para evitar ambigiedad, este LNA tiene la formula:

wherein B is the particular designated base.

La modulacién de un acido nucleico diana deseado puede llevarse a cabo de varias formas conocidas en la técnica.
Por ejemplo, oligonucledtidos antisentido, siRNA, etc. Las moléculas de acidos nucleicos enzimaticos (por ejemplo,
ribozimas) son moléculas de acidos nucleicos capaces de catalizar una o mas de diversas reacciones, que incluyen
la capacidad para escindir repetidamente otras moléculas de acidos nucleicos separadas en un modo especifico de
secuencia de bases de nucleétidos. Tales moléculas de acidos nucleicos enzimaticos pueden usarse, por ejemplo,
para dirigirse virtualmente a cualquier transcrito de ARN.

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

En general, los acidos nucleicos enzimaticos con actividad de escision de ARN actdan uniéndose primero a un ARN
diana. Dicha union se produce a través de la parte de union diana de un acido nucleico enzimatico que se mantiene
en estrecha proximidad a una parte enzimatica de la molécula que actla para escindir el ARN diana. De este modo,
el acido nucleico enzimatico se reconoce primero y a continuacién se une a ARN diana mediante apareamiento de
bases complementario, y una vez se une al sitio correcto, actla enzimaticamente para cortar el ARN diana. La
escision estratégica de dicho ARN diana destruird su capacidad para dirigir la sintesis de una proteina codificada.
Después de unirse un acido nucleico enzimatico y escindir su ARN diana, se libera de ese ARN para buscar otra
diana y puede unirse repetidamente y escindir nuevas dianas.

Varias estrategias, como la seleccion in vitro (evolucién) (Orgel, (1979) Proc. R. Soc. London, B 205, 435) se han
utilizado para desarrollar nuevos catalizadores de acidos nucleicos capaces de catalizar una variedad de reacciones,
como el corte y ligacion de varios enlaces fosfodiéster y amida.

El desarrollo de ribozimas que son Optimas para la actividad catalitica contribuiria significativamente a cualquier
estrategia que empleara ribozimas que escinden ARN con el fin de regular la expresién génica. La ribozima de
cabeza de martillo, por ejemplo, funciona con una velocidad catalitica (kcat) de aproximadamente 1 min-1 en
presencia de concentraciones saturantes (10 mM) de cofactor de Mg2+. Se ha demostrado que una ribozima de
"ligasa de ARN" artificial cataliza la reaccion de auto-modificacion correspondiente con una velocidad de
aproximadamente 100 min-1. Ademas, se sabe que ciertas ribozimas de cabeza de martillo modificadas que tienen
brazos de union al sustrato hechos de ADN catalizan la escision de ARN con muliltiples velocidades de recuperacion
gue se aproximan a 100 min-1. Finalmente, la sustitucion de un resto especifico dentro del ndcleo catalitico de la
cabeza de martillo con ciertos anéalogos de nucle6tido da ribozimas modificadas que muestran una mejora de hasta
10 veces en la velocidad catalitica. Estos descubrimientos demuestran que las ribozimas pueden promover
transformaciones quimicas con velocidades cataliticas que son significativamente superiores a aquellas mostradas in
vitro por la mayoria de las ribozimas que se auto-escinden naturales. Entonces es posible que las estructuras de
ciertas ribozimas que se auto-escinden puedan optimizarse para dar la maxima actividad catalitica, o que puedan
prepararse motivos de ARN completamente nuevos que muestran velocidades significativamente mas rapidas para
la escision de fosfodiéster de ARN.

La escision intermolecular de un sustrato de ARN por un catalizador de ARN que se ajusta al modelo de "cabeza de
martillo" se demostrd por primera vez en 1987 (Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature, 328: 596-600). Se recuperé el
catalizador de ARN y se hizo reaccionar con multiples moléculas de ARN, demostrando que era verdaderamente
catalitico.

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

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

En un aspecto, un oligonucleétido o compuesto antisentido comprende un oligbmero o polimero de &cido
ribonucleico (ARN) y/o acido desoxirribonucleico (ADN), o un mimético, quimera, analogo u homologo de los
mismos. Este término incluye oligonucledtidos compuestos de nucleétidos de origen natural, azlcares y enlaces
internucleosidicos covalentes (esqueleto), ademas de oligonucledtidos que tienen partes no de origen natural que
funcionan similarmente. Dichos oligonucledtidos modificados o sustituidos son frecuentemente deseados con
respecto a formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular potenciada,
afinidad potenciada por un acido nucleico diana y elevada estabilidad en presencia de nucleasas.

De acuerdo con la presente divulgacion, los oligonucle6tidos o "compuestos antisentido” incluyen oligonucleétidos

antisentido (por ejemplo, ARN, ADN, mimético, quimera, analogo u homdlogo de los mismos), ribozimas,
oligonucleétidos de secuencia de guia externa (EGS), compuestos de siRNA, compuestos de interferencia (IARN) de
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ARN mono- o bicatenario tales como compuestos de siRNA, ARNap, aARN, y otros compuestos oligoméricos que
hibridan con al menos una parte del acido nucleico diana y modulan su funcion. Por lo tanto, pueden ser ADN, ARN,
similares a ADN, similares a ARN, o mezclas de los mismos, o pueden ser miméticos de uno o mas de estos. Estos
compuestos pueden ser compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o de horquilla y pueden
contener elementos estructurales tales como protuberancias internas o terminales, desapareamientos o bucles. Los
compuestos antisentido se preparan de forma rutinaria linealmente, pero pueden unirse o prepararse de otro modo
para ser circulares y/o ramificados. Los compuestos antisentido pueden comprender construcciones tales como, por
ejemplo, dos cadenas hibridadas para formar un compuesto completa o parcialmente bicatenario o una Unica
cadena con auto-complementariedad suficiente para permitir la hibridacién y formacion de un compuesto completa o
parcialmente bicatenario. Las dos cadenas pueden enlazarse internamente, dejando los extremos 3' 0 5' libres o
pueden enlazarse para formar una estructura de horquilla continua o bucle. La estructura de horquilla puede
contener un nucleétido protuberante en cualquiera de los extremos 5' 0 3' que produce una extension del caracter
monocatenario. Los compuestos bicatenarios opcionalmente pueden comprender nucledtidos protuberantes en los
extremos. Modificaciones adicionales pueden comprender grupos conjugados unidos a uno de los extremos,
posiciones de nucledtido seleccionadas, posiciones de azicar o a uno de los enlaces internucleosidicos. Como
alternativa, las dos cadenas pueden enlazarse mediante un resto no de &cido nucleico o grupo conector. Cuando se
forma a partir de solo una cadena, el ARNdc puede tomar la forma de una molécula tipo horquilla auto-
complementaria que se dobla sobre si misma para formar un daplex. De este modo, el ARNdc puede ser completa o
parcialmente bicatenario. Puede lograrse modulacion especifica de la expresion génica por expresion estable de
horquillas de ARNdc en lineas celulares transgénicas. Cuando se forma a partir de dos cadenas, o una Unica cadena
gue adopta la forma de una molécula de tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si misma para
formar un duplex, las dos cadenas (o regiones formadoras de duplex de una sola cadena) son cadenas de ARN
complementarias que se aparean con bases en el modo de Watson-Crick.

Una vez introducidos a un sistema, los compuestos de la divulgacion pueden provocar la accién de una o mas
enzimas o proteinas estructurales para efectuar la escision u otra modificacion del &cido nucleico diana o pueden
trabajar mediante mecanismos basados en la ocupaciéon. En general, los acidos nucleicos (incluyendo
oligonucleétidos) pueden describirse como "similares a ADN" (es decir, que generalmente tienen uno o0 mas 2'-
desoxiazucares y, generalmente, bases T en vez de U) o "similares a ARN" (es decir, que generalmente tienen uno o
mas 2'-hidroxilaziicares o azucares modificados en 2'y, generalmente bases U en vez de T). Las hélices de acido
nucleico pueden adoptar mas de un tipo de estructura, mas comunmente las formas A y B. Se cree que, en general,
los oligonucleétidos que tienen estructura similar a la forma B son "similares a ADN" y aquellos que tienen estructura
similar a la forma A son "similares a ARN". En algunos aspectos (quiméricos), un compuesto antisentido puede
contener tanto regiones en forma A como B.

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

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

En un aspecto, los compuestos antisentido o de oligonucleétido de la divulgacion tienen partes antisentido de 12 o
13 a 30 nucledtidos de longitud. Un experto en la materia apreciara que éstos integran compuestos antisentido que
tienen partes antisentido de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos de
longitud, o cualquier intervalo entremedias.

En un aspecto, los compuestos oligoméricos de la presente divulgacion también incluyen variantes en las que una

base diferente estd presente en una o mas de las posiciones de nucleétido en el compuesto. Por ejemplo, si el
primer nucleétido es una adenosina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina o citidina en
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esta posicion. Esto puede hacerse en cualquiera de las posiciones de los compuestos antisentido o de ARNdc.
Estos compuestos se ensayan entonces usando los procedimientos descritos en el presente documento para
determinar su capacidad para inhibir la expresion de un acido nucleico diana.

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

En un aspecto, los oligonucledtidos antisentido tales como, por ejemplo, las moléculas de acidos nucleicos
expuestas en las SEQ ID NO: 3 a 6 comprenden una o mas sustituciones o modificaciones. En un aspecto, los
nucleétidos estan sustituidos con acidos nucleicos bloqueados (LNA).

En un aspecto, los oligonucleétidos se dirigen a una o mas regiones de las moléculas de 4cidos nucleicos sentido
y/o antisentido de secuencias codificantes y/o no codificantes asociadas al gen FXN y las secuencias expuestas
como SEQ ID NO: 1y 2. Los oligonucle6tidos también se dirigen a regiones solapantes de las SEQ ID NO: 1y 2.

Ciertos oligonucledtidos preferidos de esta divulgacion son oligonucledtidos quiméricos. "Oligonucledtidos
quiméricos" o "quimeras", en el contexto de esta divulgacién, son oligonucle6tidos que contienen dos 0 méas regiones
quimicamente distintas, cada una constituida por al menos un nucleétido. Estos oligonucleétidos normalmente
contienen al menos una region de nucleétidos modificados que confiere una o mas propiedades beneficiosas (tales
como, por ejemplo, resistencia a nucleasas incrementada, captacion en células incrementada, afinidad de unién por
la diana incrementada) y una region que es un sustrato para enzimas capaces de escindir hibridos de ARN:ADN o
ARN:ARN. A modo de ejemplo, la ARNasa H es una endonucleasa celular que escinde la cadena de ARN de un
duplex de ARN:ADN. La activacion de ARNasa H, por lo tanto, produce la escision del ARN diana, potenciando asi
enormemente la eficiencia de la modulacion antisentido de la expresién génica. Por consiguiente, frecuentemente
pueden obtenerse resultados comparables con oligonucledtidos mas cortos cuando se usan oligonucledtidos
quiméricos, en comparacion con desoxioligonucleotidos de fosforotioato que hibridan con la misma region diana. La
escision del ARN diana puede detectarse rutinariamente por electroforesis en gel y, si fuera necesario, técnicas de
hibridacion de &cidos nucleicos asociadas conocidas en la técnica. En un aspecto, un oligonucleétido quimérico
comprende al menos una regién modificada para aumentar la afinidad de unién de la diana, y, normalmente, una
region que actlia de sustrato para ARNasa H. La afinidad de un oligonucleétido por su diana (en este caso, un &cido
nucleico que codifica ras) se determina rutinariamente midiendo la Tm de un par de oligonucleétido/diana, que es la
temperatura a la que se disocian el oligonucleétido y la diana; la disociacion se detecta espectrofotométricamente.
Cuanto mayor sea la Tm, mayor sera la afinidad del oligonucleétido por la diana.

Se pueden formar compuestos antisentido quiméricos de la divulgacion como estructuras compuestas de dos o mas
oligonucleétidos, oligonucleétidos modificados, oligonucledsidos y/o miméticos de oligonucleétidos, tal como se ha
descrito anteriormente. Como tales, estos compuestos también se han referido en la técnica como hibridos o
gapmeros. Las patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de estas estructuras
hibridas comprenden, pero no se limitan a, las patentes de Estados Unidos n.° 5.013.830; 5.149.797; 5. 220.007;
5.256.775; 5.366.878;5.403.711; 5.491.133; 5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356 y5.700.922.

En un aspecto, la region del oligonucleétido que se modifica comprende al menos un nucleétido modificado en la
posicion 2' del azucar, de la forma més preferente un nucleétido modificado con 2'-O-alquilo, 2'-O-alquil-O-alquilo o
2'-fluoro. En otro aspectos, las modificaciones de ARN incluyen modificaciones de 2'-flior, 2'-amino y 2'-O-metilo en
la ribosa de pirimidinas, residuos abasicos o una base invertida en el extremo 3' del ARN. Dichas modificaciones se
incorporan rutinariamente en oligonucleétidos y se ha demostrado que estos oligonucledétidos tienen una mayor Tm
(es decir, mayor afinidad de unién a diana) que los 2'-desoxioligonucleétidos contra una diana dada. El efecto de tal
afinidad incrementada es potenciar enormemente la inhibicion por oligonucleétidos de ARNi de la expresion génica.
La ARNasa H es una endonucleasa celular que escinde la cadena de ARN de los diplex de ARN:ADN; por lo tanto,
la activacion de esta enzima produce la escision del ARN diana, y de este modo puede potenciar enormemente la
eficiencia de inhibicién de ARNiI. La escisién del ARN diana puede demostrarse rutinariamente por electroforesis en
gel. En un aspecto, el oligonucleétido quimérico también se modifica para potenciar la resistencia a nucleasas. Las
células contienen diversas exo- y endo-nucleasas que pueden degradar acidos nucleicos. Se ha demostrado que
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varias modificaciones de nucleétidos y nucledsidos hacen que el oligonucleétido en el que se incorporan sea mas
resistente a la digestion por nucleasa que el oligodesoxinucleétido nativo. La resistencia a nucleasas se mide
rutinariamente incubando oligonucleétidos con extractos celulares o soluciones de nucleasa aisladas y midiendo el
grado de oligonucledtido intacto que queda con el tiempo, normalmente por electroforesis en gel. Los
oligonucleétidos que se han modificado para potenciar su resistencia a nucleasas sobreviven intactos durante mas
tiempo que los oligonucledtidos sin modificar. Se ha demostrado que diversas modificaciones de oligonucleoétidos
potencian o confieren resistencia a nucleasas. Los oligonucleétidos que contienen al menos una modificacién de
fosforotioato son actualmente mas preferidos. En algunos casos, las maodificaciones de oligonuclettidos que
potencian la afinidad de unién a diana son, también, independientemente, capaces de potenciar la resistencia a
nucleasas.

Ejemplos especificos de algunos oligonucleétidos preferidos concebidos por esta divulgacion incluyen aquellos que
comprenden esqueletos modificados, por ejemplo, fosforotioatos, fosfotriésteres, metilfosfonatos, enlaces entre
azucares de alquilo o cicloalquilo de cadena corta o enlaces entre azucares heteroatdmicos o heterociclicos de
cadena corta. Los mas preferidos son oligonucle6tidos con esqueletos de fosforotioato y aquellos con esqueletos de
heteroadtomo, particularmente esqueletos de CH2--NH--O-CH2, CH--N(CH3)--O--CH2 [conocido como un esqueleto
de metilen(metilimino) o MMI], CH2--O--N(CH3)--CH2, CH2-N(CH3)--N(CH3)--CH2 y O--N(CH3)--CH2--CH2, donde
el esqueleto de fosfodiéster nativo se representa como O--P--O--CH). Los esqueletos de amida divulgados por De
Mesmaeker y col. (1995) Acc. Chem. Res. 28:366-374 también se prefieren. También se prefieren oligonucle6tidos
gue tienen esqueletos de morfolino (Summerton and Weller, patente de Estados Unidos Pat. n.°. 5.034.506). En otro
aspectos, tal como el esqueleto de &cido nucleico peptidico (PNA), el esqueleto de fosfodiéster del oligonucleétido
se sustituye por un esqueleto de poliamida, estando los nucleétidos unidos directamente o indirectamente a los
atomos de nitrégeno azo del esqueleto de poliamida. Los oligonucle6tidos también pueden comprender uno o0 mas
restos de azlcar sustituidos. Oligonucleétidos preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2': OH,
SH, SCH3, F, OCN, OCH3 OCH3, OCH3 O(CH2)n CH3, O(CH2)nNH2 o O(CH2)nCH3 en los que n es de 1 a
aproximadamente 10; alquilo C1 a C10 inferior, alcoxialcoxi, alquilo, alcarilo o aralquilo inferior sustituido; CI; Br; CN;
CF3; OCF3; O-, S--, o N-alquilo; O--, S--, o N-alquenilo; SOCH3; SO2 CH3; ONO2; NO2; N3; NH2;
heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo; aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo de escision de
ARN; un grupo reportero; un intercalador; un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un
oligonucledtido; o un grupo para mejorar las propiedades farmacodinamicas de un oligonucledtido y otros
sustituyentes que tienen propiedades similares. Una modificacion preferida incluye 2'-metoxietoxi [2'-O-CH2 CH2
OCHS3, también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo)]. Otras modificaciones preferidas incluyen 2'-metoxi (2'-O--CH3),
2'-propoxi(2'-OCH2 CH2CH3) y 2'-flior (2'-F). También pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones
sobre el oligonucleétido, particularmente la posicion 3' del aztcar en el nucleétido del extremo 3'y la posiciéon 5' del
nucleétido del extremo 5'. Los oligonucledétidos también pueden tener miméticos de azucar tales como ciclobutilos en
lugar del grupo pentofuranosilo.

Los oligonucledtidos también pueden comprender, adicionalmente o como alternativa, modificaciones o sustituciones
de nucleobases (frecuentemente denominadas en la técnica simplemente "base"). Tal como se usa en el presente
documento, nucledtidos "no modificados" o "naturales" incluyen adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) y
uracilo (U). Los nucledtidos modificados incluyen nucledtidos encontrados solo poco frecuentemente o
transitoriamente en &cidos nucleicos naturales, por ejemplo, hipoxantina, 6-metiladenina, 5-Me-pirimidinas,
particularmente 5-metilcitosina (también denominada 5-metil-2'-desoxicitosina y frecuentemente denominada en la
técnica 5-Me-C), 5-hidroximetilcitosina (HMC), glicosil HMC y gentobiosil HMC, ademas de nucledtidos sintéticos,
por ejemplo, 2-aminoadenina, 2-(metilamino)adenina, 2-(imidazolilalquil)adenina, 2-(aminoalguilamino)adenina u
otras alquiladeninas heterosustituidas, 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-bromouracilo, 5-hidroximetiluracilo, 8-azaguanina,
7-deazaguanina, N6(6-aminohexil)adenina y 2,6-diaminopurina. Puede incluirse una base "universal" conocida en la
técnica, por ejemplo, inosina. Se ha demostrado que las sustituciones 5-ME-C aumentan la estabilidad de los duplex
de &cidos nucleicos en 0,6-1,2 °C., y actualmente son las sustituciones de base preferidas.

Otra modificacién de los oligonucledtidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucleétido uno o
mas restos o conjugados que potencian la actividad o captacion celular del oligonucleétido. Esas restos incluyen
pero no se limitan a restos lipidicos como restos de colesterol, restos de colesterilo, una cadena alifatica, p. ej. restos
de dodecandiol o undecilo, una poliamina o una cadena de polietilenglicol, o acido adamantano acético. Los
oligonucledtidos que comprenden restos lipofilos, y procedimientos para preparar dichos oligonucleétidos, son
conocidos en la técnica, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos Pat. n.° 5.138.045, 5.218.105 y 5.459.255.

No es necesario que todas las posiciones en un oligonucleétido dado estén uniformemente modificadas, y de hecho

mas de una de las modificaciones mencionadas anteriormente puede incorporarse en un Unico oligonucleétido o
incluso dentro de un Unico nucledsido dentro de un oligonucleétido. La presente divulgacion también incluye
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oligonucledtidos que son oligonucledtidos quiméricos, tal como se ha definido anteriormente en el presente
documento.

En otro aspecto, la molécula de acido nucleico de la presente divulgacion esta conjugada con otro resto que incluye,
aungque no se limita a, nucleétidos abasicos, poliéter, poliamina, poliamidas, péptidos, hidratos de carbono, lipido, o
compuestos de polihidrocarburo. Los expertos en la materia reconoceran que estas moléculas pueden enlazarse a
uno o mas de cualquiera de los nucleétidos que comprenden la molécula de acido nucleico en varias posiciones en
el azlcar, base o grupo fosfato.

Los oligonucledtidos usados de acuerdo con esta divulgacion pueden prepararse cémoda y rutinariamente mediante
la técnica muy conocida de sintesis en fase solida. Equipo para dichas sintesis es comercializado por varios
proveedores que incluyen Applied Biosystems. También puede emplearse cualquier otro medio para dicha sintesis;
la sintesis real de los oligonuclettidos estd perfectamente dentro de las aptitudes de un experto en la materia.
También es muy conocido usar técnicas similares para preparar otros oligonucleétidos tales como fosforotioatos y
derivados alquilados. También es muy conocido usar técnicas similares y amiditos modificados disponibles en el
mercado y productos de vidrio de poro controlado (CPG) tales como biotina, fluoresceina, acridina o amiditos
modificados con psoraleno y/o CPG (disponible de Glen Research, Sterling VA) para sintetizar oligonucleétidos
marcados de forma fluorescente, biotinilados u otros oligonucleétidos modificados tales como oligonucleétidos
modificados con colesterol.

De acuerdo con la divulgacion, el uso de modificaciones tales como el uso de mondémeros de LNA para potenciar la
potencia, especificidad y duracién de la acciéon y ampliar las vias de administracion de oligonucle6tidos comprende
guimicas actuales tales como MOE, ANA, FANA, PS, etc. Esto puede lograrse al sustituir alguno de los monémeros
en los oligonucleétidos actuales por mondmeros de LNA. El oligonucle6tido modificado con LNA puede tener un
tamafo similar al compuesto parental o puede ser mas grande o preferentemente mas pequefio. Se prefiere que
dichas oligonucleétidos modificados con LNA contengan menos de aproximadamente el 70%, mas preferentemente
menos de aproximadamente el 60%, de la manera mas preferente menos de aproximadamente el 50% de
mondmeros de LNA y que sus tamafios estén entre aproximadamente 5 y 25 nucleétidos, mas preferentemente
entre aproximadamente 12 y 20 nucledtidos.

Esqueletos de oligonucledtidos modificados preferidos comprenden, aunque no se limitan a, fosforotioatos,
fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metil y otros alquil fosfonatos que
comprenden 3'-alquilenfosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos que comprenden 3'-amino
fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y
boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5' normales, anélogos enlazados en 2'-5' de estos, y aquellos que tienen
polaridad invertida, donde los pares adyacentes de unidades de nucledsidos estan enlazados 3'-5'a 5'-3' 0 2'-5'a 5'-
2'. También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas de &cido libre.

Las patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de los enlaces anteriores que
contienen foésforo comprenden, pero no se limitan a, las patentes de Estados Unidos n.°. 3.687.808; 4.469.863;
4.476.301; 5.023.243; 5.177.196; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676;
5.405.939; 5.453.496; 5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253;
5.571.799; 5.587.361 y 5.625.050.

Los esqueletos de oligonucledtido modificados preferidos que no incluyen un atomo de fosforo en ellos tienen
esqueletos que se forman por enlaces internucleosidicos de alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces
internucleosidicos de heterodtomo y alquilo o cicloalquilo mixtos, 0 uno o mas enlaces internucleosidicos
heteroatdmicos o heterociclicos de cadena corta. Estos comprenden aquellos que tienen enlaces morfolino
(formados en parte a partir de la parte de azicar de un nucleésido); esqueletos de siloxano; esqueletos de sulfuro,
sulféxido y sulfona; esqueletos de formacetilo y tioformacetilo; esqueletos de metilenformacetilo y tioformacetilo;
esqueletos que contienen alqueno; esqueletos de sulfamato; esqueletos de metilenimino y metilenhidrazino;
esqueletos de sulfonato y sulfonamida; esqueletos de amida; y otros que tienen partes de componentes de N, O, Sy
CH2 mixtos.

Las patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacién de los oligonucledsidos
comprenden, pero no se limitan a, las patentes de Estados Unidos n.° 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134;
5.216.141; 5.235.033; 5.264.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307;
5.561.225; 5.596.086; 5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312;
5.633.360; 5.677.437 y 5.677.439.
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En otros miméticos de oligonucleétidos preferidos, tanto el aziicar como el enlace internucleosidico, es decir, el
esqueleto, de las unidades de nucleétido se sustituyen por grupos novedosos. Las unidades de base se mantienen
para la hibridacion con un compuesto de acido nucleico diana apropiado. Dicho compuesto oligomérico, un
oligonucleétido mimético que se ha demostrado que tiene excelente propiedades de hibridacion, se denomina acido
nucleico peptidico (PNA). En compuestos de PNA, el esqueleto de azucar de un oligonucledtido se sustituye por un
esqueleto que contiene amida, en particular un esqueleto de aminoetilglicina. Las nucleobases son retenidas y se
unen directamente o indirectamente a atomos de nitrégeno azo de la parte de amida del esqueleto. Las patentes
representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de compuestos PNA comprenden, pero no se
limitan a, las patentes de Estados Unidos n.° 5.539.082; 5.714.331 y 5.719.262. Ensefianzas adicionales de
compuestos de PNA pueden encontrarse enNielsen, y col. (1991) Science 254, 1497-1500.

En un aspecto de la divulgacion, los oligonucledtidos con esqueletos de fosforotioato y oligonucledsidos con
esqueletos de heteroatomo, y en particular -CH2-NH-O-CH2-, -CH2-N(CH3)-O-CH2-, conocidos como un esqueleto
de metileno (metilimino) o MMI, -CH2-O-N(CH3)-CH2-, -CH2N(CH3)-N(CH3)CH2- y -O-N(CH3)-CH2- CH2- donde el
esqueleto de fosfodiéster nativo se representa como —O-P-O-CH2- de la patente de Estados Unidos n.° 5.489.677,
citada anteriormente, y los esqueletos de amida de la patente de Estados Unidos n.° 5.602.240, citada
anteriormente. También se prefieren oligonucleétidos que tienen esqueletos de morfolino de la patente de Estados
Unidos n.° 5.034.506, citada anteriormente.

Los oligonucledtidos modificados también pueden contener uno o més restos de azucar sustituidos. Oligonucleétidos
preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2': OH; F; O-, S- o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; O-, S-
o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, donde el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo C a CO sustituido o sin
sustituir o alquenilo y alquinilo C2 a CO. Se prefieren particularmente O(CH2)n OmCH3, O(CH2)n, OCHS,
O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2 y O(CH2nON(CH2)nCH3)2 en las que n y m pueden ser de 1 a
aproximadamente 10. Otros oligonucleétidos preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2": C a CO,
(alquilo inferior, alquilo inferior sustituido, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo o O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, ClI, Br, CN,
CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino,
polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escision de ARN, un grupo indicador, un intercalador, un grupo para
mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido, o un grupo para mejorar las propiedades
farmacodinamicas de un oligonucledtido, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Una modificacion
preferida comprende 2'-metoxietoxi (2'-O-CH2CH20CH3, también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo) o 2'-MOE), es
decir un grupo alcoxialcoxi. Otra modificacion preferida comprende 2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo
O(CH2)20N(CH3)2, también conocido como 2'-DMAOE, tal como se describe en los ejemplos en el presente
documento mas adelante, y 2'-dimetilaminoetoxietoxi (también conocido en la técnica como 2'-O-
dimetilaminoetoxietilo o 2'-DMAEOE), es decir, 2'-O-CH2-O-CH2-N(CH2)2.

Otras modificaciones preferidas comprenden 2'-metoxi (2'-OCH3), 2'-aminopropoxi (2'-OCH2CH2CH2NH2) y 2'-
fluoro (2'-F). También pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones en el oligonucleétido,
particularmente la posicion 3' del aztcar en el nucleotido del extremo 3' o en oligonucleétidos enlazados 2'-5' y la
posicion 5' del nucledtido del extremo 5'. Los oligonucle6tidos también pueden tener miméticos de azlcar tales como
restos ciclobutilo en lugar del azucar pentofuranosilo. Las patentes representativas de los Estados Unidos que
ensefian la preparacién de dichas estructuras de azucar modificadas comprenden, pero no se limitan a, las patentes
de estados Unidos n.° 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785;
5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722;5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873;
5.670.633y 5.700.920.

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

Ademas, los nucledtidos comprenden los divulgados en la patente de Estados Unidos n.° 3.687.808, aquellos
divulgados en "The Concise Encyclopedia of Polymer Science And Engineering”, paginas 858-859, Kroschwitz, J.I.,
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ed. John Wiley & Sons, 1990, aquellos divulgados por Englisch y col., "Angewandle Chemie, International Edition",
1991, 30, pagina 613 y aquellos divulgados por Sanghvi, Y.S., Capitulo 15, "Antisense Research and Applications",
paginas 289-302, Crooke, S.T. and Lebleu, B. ea., CRC Press, 1993. Algunos de estos nucleétidos son
particularmente Utiles para incrementar la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos de la divulgacién. Estos
comprenden pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y 0-6, que comprenden 2-
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-metilcistosina
incrementan la estabilidad del duplex de acido nucleico alrededor de 0,6-1,2 °C. (Sanghvi, Y. S., in Crooke, S. T. y
Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) y actualmente
son las sustituciones base preferidas, de manera ain mas particular cuando se combinan con modificaciones de
azUcar de 2'-Ometoxietilo

Las patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de los nucleétidos modificados
citados anteriormente, asi como otros nucleétidos modificados, comprenden, pero no se limitan a, las patentes de
Estados Unidos n.° 3.687.808, asi como 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5. 367.066;5.432.272;
5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.596.091; 5.614.617; 5.750.692 y
5.681.941.

Otra modificacion de los oligonucledtidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucleétido uno o
mas restos o conjugados, que potencian la actividad, distribucion celular o captacion celular del oligonucleétido.

Dichos restos comprenden, aunque no se limitan a, restos de lipido tales como un resto colesterol, acido cdlico, un
tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o
undecilo, un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de
trietilamonio, una poliamina o una cadena de polietilenglicol, o 4cido adamantano acético, un resto palmitilo, o un
resto octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol.

Las patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de estos conjugados de
oligonucleétidos comprenden, pero no se limitan a, las patentes de Estados Unidos n.° 4.828.979; 4.948.882;
5.218.105; 5.525.465; 5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717, 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124;
5.118.802; 5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439;5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025;
4.762.779;4.789.737; 4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136;
5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098;
5.371.241, 5.391.723; 5.416.203, 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142;
5.585.481;5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941.

Descubrimiento de farmacos: Los compuestos de la presente divulgacion también pueden aplicarse en las areas del
descubrimiento de farmacos y validacion de dianas. La presente divulgacion comprende el uso de los compuestos y
segmentos diana preferidos identificados en el presente documento en un esfuerzo por el descubrimiento de
farmacos para esclarecer relaciones que existen entre los polinucledtidos de frataxina (FXN) y una patologia,
fenotipo o afeccion. Estos procedimientos incluyen detectar o modular los polinucleétidos del gen FXN que
comprenden poner en contacto una muestra, tejido, célula u organismo con los compuestos de la presente
divulgacion, medir el nivel de &cido nucleico o de proteina de los polinucledtidos del gen FXN y/o un criterio de
valoracién fenotipico o quimico relacionado en algin momento después del tratamiento, y opcionalmente comparar
el valor medido con una muestra no tratada o muestra tratada con otro compuesto de la divulgacion. Estos
procedimientos también pueden realizarse en paralelo o en combinacion con otros experimentos para determinar la
funcién de genes desconocidos para el proceso de validacién de dianas o para determinar la validez de un producto
génico particular como diana para el tratamiento o prevencion de una enfermedad, afeccién o fenotipo particular.

Evaluacion de la regulacion positiva o inhibicién de la expresion génica:

La transferencia de un &cido nucleico exdégeno a una célula u organismo huésped puede evaluarse detectando
directamente la presencia del acido nucleico en la célula u organismo. Dicha deteccion puede lograrse mediante
varios procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la presencia del acido nucleico exdgeno puede
detectarse por Southern blot o por una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores
gue amplifican especificamente secuencias de nucleétidos asociadas al acido nucleico. La expresion de los acidos
nucleicos exdgenos también puede medirse usando procedimientos convencionales que incluyen andlisis de
expresion génica. Por ejemplo, el ARNm producido a partir de un acido nucleico exégeno puede detectarse y
cuantificarse usando una Northern blot y PCR con transcripcién inversa (RT-PCR).

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

La expresion de la proteina y el ARNm de FXN se pueden valorar usando procedimientos conocidos por los expertos
en la materia y descritos en otra parte en el presente documento. Por ejemplo, pueden usarse inmunoensayos como
ELISA para medir los niveles de proteina. Los kits de ensayo ELISA para FXN estéan disponibles comercialmente,
por ejemplo, en R&D Systems (Minneapolis, MN).

En aspectos, la expresion de FXN (por ejemplo, ARNm o proteina) en una muestra (por ejemplo, células o tejidos in
vivo 0 in vitro) tratada usando un oligonucleétido antisentido de la divulgaciéon se evalia comparando con la
expresion de FXN en una muestra de control. Por ejemplo, la expresion de la proteina o del acido nucleico puede
compararse usando procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, con una muestra tratada de forma
simulada y sin tratar. De forma alternativa, puede hacerse una comparacion con una muestra tratada con un
oligonucledtido antisentido control (p. €j., uno que tenga una secuencia modificada o diferente) dependiendo de la
informacién deseada. En otro aspecto, una diferencia en la expresion de la proteina FXN o su &cido nucleico en una
muestra tratada frente a una muestra sin tratar puede compararse con la diferencia en la expresién de un acido
nucleico diferente (incluyendo cualquier estandar que el investigador considere apropiado, p. €j. un gen de
mantenimiento) en una muestra tratada frente a una muestra sin tratar.

Las diferencias observadas pueden expresarse segun se desee, por ejemplo, en forma de una relacion o fraccion,
para su uso en una comparacion con control. En unos aspectos, el nivel de ARNm o proteina de FXN, en una
muestra tratada con un oligonucledtido antisentido de la presente divulgacién, aumenta o disminuye entre
aproximadamente 1,25 veces a unas 10 veces 0 més en relaciéon con una muestra sin tratar o una muestra tratada
con un &cido nucleico de control. En unos aspectos, el nivel de ARNm o proteina de FXN aumenta o disminuye entre
al menos 1,25 veces, al menos 1,3 veces, al menos 1,4 veces, al menos 1,5; al menos 1,6 veces, al menos 1,7
veces, al menos 1,8 veces, al menos 2 veces, al menos 2,5 veces, al menos 3 veces, al menos 3,5 veces, al menos
4-veces, al menos 4,5 veces, al menos 5 veces, al menos 5,5 veces, al menos 6 veces, al menos 6,5 veces, al
menos 7 veces, al menos 7,5 veces, al menos 8 veces, al menos 8,5 veces, al menos 9 veces, al menos 9,5 veces,
o al menos 10 veces o mas.

Kits, reactivos de investigacién, diagnosticos y terapéuticos

Los compuestos de la presente divulgacion pueden utilizarse para diagnéstico, agentes terapéuticos y profilaxis, y
como reactivos de investigacion y componentes de kits. Ademas, los oligonucledtidos antisentido, que son capaces
de inhibir la expresion génica con exquisita especificidad, son usados frecuentemente por los expertos en la materia
para aclarar la funcién de genes particulares o para distinguir entre funciones de diversos miembros de una via
biologica.

Para su uso en kits y diagnosticos y en diversos sistemas bioldgicos, los compuestos de la presente divulgacion,
tanto solos como en combinacién con otros compuestos o terapéuticos, son Utiles como herramientas en analisis
diferenciales y/o combinatorios para aclarar patrones de expresion de una parte o de todo el complemento de genes
expresados dentro de células y tejidos.
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Tal como se usa en el presente documento, la expresion "sistema biologico” o "sistema" se define como cualquier
organismo, célula, cultivo celular o tejido que expresa, o se ha hecho competente para expresar productos de genes
de la frataxina (FXN). Estos incluyen, aunque no se limitan a, seres humanos, animales transgénicos, células,
cultivos celulares, tejidos, xenoinjertos, trasplantes y combinaciones de los mismos.

Como ejemplo no limitante, patrones de expresion dentro de células o tejidos tratados con uno o0 mas compuestos
antisentido se comparan con células o tejidos de control no tratados con compuestos antisentido y los patrones
producidos se analizan para niveles diferenciales de expresién génica, ya que estan relacionados, por ejemplo, con
asociacion de enfermedad, via de sefializacion, localizacién celular, nivel de expresién, tamafio, estructura o funcion
de los genes examinados. Estos andlisis pueden realizarse en células estimuladas o sin estimular y en presencia o
ausencia de otros compuestos que afectan los patrones de expresion.

Ejemplos de procedimientos de andlisis de la expresion génica conocidos en la técnica incluyen micromatrices o
matrices de ADN, SAGE (analisis en serie de expresion génica), READS (amplificacién por enzimas de restriccion de
los ADNc digeridos), TOGA (andlisis de expresion génica total), matrices de proteinas y protedmicos, secuenciacion
de marca de secuencia expresada (EST), huella de ARN sustractiva (SURF), clonacién sustractiva, presentacion
diferencial (DD), hibridacion gendmica comparativa, técnicas de FISH (hibridacion in situ fluorescente) y
procedimientos de espectrometria de masas.

Los compuestos de la divulgacion son utiles para investigacion y diagnéstico, debido a que estos compuestos
hibridan con acidos nucleicos que codifican para frataxina (FXN). Por ejemplo, los oligonucleétidos que hibridan con
dicha eficiencia y en dichas condiciones que se han descrito en el presente documento como moduladores eficaces
del gen FXN son cebadores o sondas eficaces en condiciones que favorecen la amplificacién génica o deteccion,
respectivamente. Estos cebadores y sondas son Utiles en procedimientos que requieren la deteccidon especifica de
moléculas de acidos nucleicos que codifican el gen FXN y en la amplificacion de dichas moléculas de acidos
nucleicos para la deteccion o para su uso en estudios adicionales del gen FXN. La hibridacion de los
oligonucledtidos antisentido, particularmente los cebadores y sondas de la divulgacién con un &cido nucleico que
codifica el gen FXN, puede detectarse por medios conocidos en la técnica. Dichos medios pueden comprender
conjugacion de una enzima con el oligonucleétido, radiomarcado del oligonucleétido, o cualquier otro medio de
deteccion adecuado. También pueden prepararse kits que usan dichos medios de deteccion para detectar el nivel
del gen FXN en una muestra.

La especificidad y sensibilidad del antisentido también son empleadas por los expertos en la materia para usos
terapéuticos. Se han empleado oligonucleétidos antisentido como restos terapéuticos en el tratamiento de patologias
en animales, que incluyen seres humanos. Los fdrmacos de oligonucleétido antisentido se han administrado con
seguridad y eficazmente a seres humanos y numerosos ensayos clinicos estan actualmente en marcha. De este
modo, se establece que los compuestos antisentido pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden
configurarse para ser Utiles en regimenes de tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales,
especialmente seres humanos.

Para terapéuticos, un animal, preferentemente un ser humano, que se sospecha que tiene una enfermedad o
trastorno que puede tratarse modulando la expresién de la polinucledtidos de FXN se trata administrando
compuestos antisentido de acuerdo con esta divulgacion. Por ejemplo, en un aspecto no limitante, los
procedimientos comprenden la etapa de administrar al animal que necesita tratamiento una cantidad
terapéuticamente efectiva del modulador del gen FXN. Los moduladores del gen FXN de la presente divulgacion
modulan de manera efectiva la actividad del gen FXN o modulan la expresion de la proteina del gen FXN. En un
aspecto, la actividad o expresion del gen FXN en un animal se inhibe aproximadamente el 10 % en comparacion con
un control. Preferentemente, la actividad o expresion del gen FXN en un animal se inhibe aproximadamente el 30 %.
Més preferentemente, la actividad o expresion del gen FXN en un animal se inhibe el 50 % o més. De este modo, los
compuestos oligoméricos modulan la expresion del ARNm del gen frataxina (FXN) al menos el 10 %, al menos el 50
%, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al
menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al
menos el 99 %, o el 100 % en comparacion con un control.

En un aspecto, la actividad o expresion de la frataxina (FXN) y/o en un animal aumenta aproximadamente el 10 %
en comparacién con un control. Preferentemente, la actividad o expresion de la FXN en un animal aumenta
aproximadamente el 30 %. Mas preferentemente, la actividad o expresion de la FXN en un animal aumenta el 50 %
0 mas. De este modo, los compuestos oligoméricos modulan la expresion del ARNm del gen FXN al menos el 10 %,
al menos el 50 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al
menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al
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menos el 98 %, al menos el 99 %, o el 100 % en comparacién con un control.

Por ejemplo, se puede medir la reduccion de la expresion de la frataxina (FXN) en suero, sangre, tejido adiposo,
higado o cualquier otro liquido corporal, tejido u érgano del animal. Preferentemente, las células contenidas dentro
de dichos liquidos, tejidos u 6rganos que se analizan contienen una molécula de acido nucleico que codifica
péptidos de FXN y/o la propia proteina FXN.

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

Conjugados

Otra modificacion de los oligonucleétidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucleétido uno o
mas restos o conjugados, que potencian la actividad, distribucion celular o captacion celular del oligonucledétido.
Estos restos o conjugados pueden comprender grupos conjugados covalentemente unidos a grupos funcionales
tales como grupos hidroxilo primarios o secundarios. Los grupos conjugados de la divulgacion incluyen
intercaladores, moléculas de genes indicadores, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que
potencian las propiedades farmacodindmicas de oligbmeros, y grupos que potencian las propiedades
farmacocinéticas de oligdmeros. Grupos conjugados tipicos incluyen colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina,
fenazina, folato, fenantridina, antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Grupos que
potencian las propiedades farmacodinamicas, en el contexto de esta divulgacion, incluyen grupos que mejoran la
captacion, potencian la resistencia a la degradacion y/o fortalecen la hibridacion especifica de secuencia con el
acido nucleico diana. Grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de esta divulgacion,
incluyen grupos que mejoran la captacion, distribucion, metabolismo o eliminacion de los compuestos de la presente
divulgacion. Los grupos conjugados representativos se describen en la solicitud de patente internacional n.°
PCT/US92/09196, depositada el 23 de octubre de 1992, y la patente de Estados Unidos Pat. n.° 6.287.860. Restos
conjugados incluyen, aungue no se limitan a, restos de lipido tales como un resto colesterol, acido célico, un tioéter,
por ejemplo, hexil-5-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o undecilo,
un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de trietilamonio,
una poliamina o una cadena de polietilenglicol, o &acido adamantano acético, un resto palmitilo, o un resto
octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol. Los oligonucleétidos de la divulgacion también pueden
conjugarse con principios activos, por ejemplo, aspirina, warfarina, fenilbutazona, ibuprofeno, suprofeno, fenbufeno,
ketoprofeno, (S)-(+)-pranoprofeno, carprofeno, dansilsarcosina, acido 2,3,5-triyodobenzoico, &acido flufenamico, acido
folinico, una benzotiadiazida, clorotiazida, una diazepina, indometacina, un barbitdrico, una cefalosporina, un
farmaco sulfa, un antidiabético, un antibacteriano o un antibiético.

Las patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de estos conjugados de
oligonucledtidos incluyen, pero no se limitan a, las patentes de Estados Unidos Pat. n.° 4.828.979; 4.948.882;
5.218.105; 5.525.465; 5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717, 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124;
5.118.802; 5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025;
4.762.779; 4.789.737; 4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136;
5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098;
5.371.241, 5.391.723; 5.416.203, 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142;
5.585.481; 5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941.

Formulaciones

Los compuestos de la divulgacion también pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse de otro modo a
otras moléculas, estructuras de molécula o mezclas de compuestos, como, por ejemplo, liposomas, moléculas
dirigidas a receptor, formulaciones orales, rectales, topica u otras, para ayudar en la captacion, distribucion y/o
absorcion. Las patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la preparacion de estas formulaciones de
ayuda en la captacion, distribucion y/o absorcion incluyen, pero no se limitan a, las patentes de los Estados Unidos
Pat. n.° 5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127; 5.521.291; 5.543.165; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721;
4.426.330; 4.534.899; 5.013.556; 5.108.921; 5.213.804; 5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016;
5.417.978; 5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528; 5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575 y 5.595.756.

Aungue los oligonucleétidos antisentido no necesitan administrarse en el contexto de un vector con el fin de modular

la expresion y/o funcién de una diana, aspectos de la divulgacion se refieren a construcciones de vector de
expresion para la expresion de oligonucle6tidos antisentido, que comprende promotores, secuencias de genes
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promotores hibridos y poseen una fuerte actividad promotora constitutiva, o una actividad promotora que puede
inducirse en el caso deseado.

En un aspecto, la practica de la divulgacion implica administrar al menos uno de los oligonucleétidos antisentido
anteriores con un sistema de administracion de acidos nucleicos adecuado. En un aspecto, ese sistema incluye un
vector no viral enlazado operativamente al polinucleétido. Ejemplos de dichos vectores no virales incluyen el
oligonucleétido solo (por ejemplo, una cualquiera 0 mas de las SEQ ID NO: 3 a 6) o en combinaciéon con una
formulacién de proteina, polisacérido o lipido adecuada.

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

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

Los compuestos antisentido de la divulgacion engloban cualquier sal, éster o sal de dichos ésteres
farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro compuesto que, tras la administracién a un animal, que incluye un
ser humano, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o residuo del
mismo.

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

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

Para tratar tejidos en el sistema nervioso central, la administracion puede realizarse mediante, por ejemplo,
inyeccion o infusion en el liquido cefalorraquideo. La administracion de ARN antisentido en el liquido cefalorraquideo
se describe, por ejemplo, en la solicitud de patente de Estados Unidos Pat. . de EE.UU. N.° 2007/0117772, "Methods
for slowing familial ALS disease progression».

Cuando se pretende que el oligonucleétido antisentido de la presente divulgacién se administre a células en el
sistema nervioso central, la administracion puede ser con uno o mas agentes capaces de promover la penetracion
del oligonucledtido antisentido objeto a través de la barrera hematoencefélica. La inyeccidn puede realizarse, por
ejemplo, en la corteza entorrinal 0 en el hipocampo. La aplicacion de factores neurotréficos mediante la
administracion de un vector adenovirus en las neuronas motoras del tejido muscular se describe en, por ejemplo, la
patente de Estados Unidos Pat. N.° 6.632.427, "Adenoviral-vector-mediated gene transfer into medullary motor
neurons». La aplicaciéon de vectores directamente al cerebro, p. €j., el cuerpo estriado, el tAlamo, el hipocampo, o la
sustancia negra es conocida en la técnica y se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos Pat. N.°.
6.756.523, "Adenovirus vectors for the transfer of foreign genes into cells of the central nervous system particularly in
brain". La administracion puede ser rapida como por inyeccion o realizarse a lo largo de un periodo de tiempo ya sea
por perfusién lenta o0 mediante la administracion de formulaciones de liberacion lenta.

Los oligonucledtidos antisentido objeto también puede enlazarse o conjugarse con agentes que proporcionan
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propiedades farmacéuticas o farmacodinamicas deseables. Por ejemplo, el oligonuclettido antisentido puede
acoplarse a cualquier sustancia, conocida en la técnica para promover la penetracién o transporte a través de la
barrera hematoencefalica, tal como un anticuerpo para el receptor de transferrina, y administrarse mediante
inyeccion intravenosa. El compuesto antisentido puede enlazarse con un vector viral, por ejemplo, que hace al
compuesto antisentido mas eficaz y/o aumenta el transporte del compuesto antisentido a través de la barrera
hematoencefdlica. La rotura osmética de la barrera hematoencefalica también puede llevarse a cabo por, por
ejemplo, infusién de azucares que incluyen, aunque no se limitan a, mesoeritritol, xilitol, D(+) galactosa, D(+) lactosa,
D(+) xilosa, dulcitol, mioinositol, L(-) fructosa, D(-) manitol, D(+) glucosa, D(+) arabinosa, D(-) arabinosa, celobiosa,
D(+) maltosa, D+) rafinosa, L(+) ramnosa, D(+) melibiosa, D(-)ribosa, adonitol, D(+) arabitol, L(-) arabitol, D(+)
fucosa, L(-) fucosa, D(-) lixosa, L(+) lixosa y L(-) lixosa, o aminoacidos que incluyen, aunque no se limitan a,
glutamina, lisina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glicina, histidina, leucina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina, valina y taurina. Los procedimientos y materiales para
aumentar la penetracion en la barrera hematoencefélica se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados
Unidos n.° 4.866.042, "Method for the delivery of genetic material across the blood brain barrier,” 6.294.520, "Material
for passage through the blood-brain barrier," y 6.936.589, "Parenteral delivery systems,".

Los compuestos antisentido objeto pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse 0 asociarse de otro modo a otras
moléculas, estructuras de molécula o mezclas de compuestos, por ejemplo, liposomas, moléculas dirigidas a
receptor, formulaciones orales, rectales, tdpica u otras, para ayudar en la captacion, distribucion y/o absorcion. Por
ejemplo, pueden incluirse lipidos catiénicos en la formulacion para facilitar la absorciéon de oligonucleétidos. Una de
dichas composiciones que se ha demostrado que facilita la absorcion es LIPOFECTIN (disponible en GIBCO BRL,
Bethesda, MD).

Se cree que los oligonucledtidos con al menos una modificacion de 2'-O-metoxietilo son particularmente Utiles para
administracion por via oral. Composiciones y formulaciones farmacéuticas para administracion tépica pueden
comprender parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, esprais, liquidos y
polvos. Pueden ser necesarios o deseables vehiculos farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo o
aceitosas, espesantes y similares. También pueden ser Utiles preservativos recubiertos, guantes y similares.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion, que pueden presentarse convenientemente en forma
de dosificacion unitaria, pueden prepararse de acuerdo con técnicas convencionales muy conocidas en la industria
farmacéutica. Dichas técnicas incluyen la etapa de poner en asociacion los principios activos con el (los) vehiculo(s)
farmacéutico(s) o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacion uniforme e
intimamente los principios activos con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos, o0 ambos, y luego,
si fuera necesario, moldeando el producto.

Las composiciones de la presente divulgacién pueden formularse en cualquiera de muchas formas de dosificacion
posibles tales como, aunque no se limitan a, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles
blandos, supositorios y enemas. Las composiciones de la presente divulgacion también pueden formularse como
suspensiones en medios acuosos, no acuosos O mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener
adicionalmente sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension que incluyen, por ejemplo,
carboximetilcelulosa sédica, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener estabilizantes.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen, aunque no se limitan a, soluciones,
emulsiones, espumas y formulaciones que contienen liposomas. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas
de la presente divulgacién pueden comprender uno o mas potenciadores de la penetracion, vehiculos, excipientes u
otros principios activos o inactivos.

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

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

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

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

En un aspecto, la presente divulgacion emplea diversos potenciadores de la penetraciébn para efectuar la
administracion eficiente de &cidos nucleicos, particularmente oligonucleétidos. Ademéas de ayudar en la difusion de
farmacos no lipdfilos a través de membranas celulares, los potenciadores de la penetracion también potencian la
permeabilidad de farmacos lip6filos. Los potenciadores de la penetracion pueden clasificarse como pertenecientes a
una de cinco amplias categorias, es decir, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y no
tensioactivos no quelantes. Los mejoradores de penetracion y sus usos se describen adicionalmente en la patente
de Estados Unidos Pat. n.° 6.287.860.

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

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

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

Las composiciones y formulaciones para administracién por via oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o soluciones en agua o0 medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, sobres,
comprimidos o minicomprimidos. Pueden ser deseables espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes,
adyuvantes de dispersion o aglutinantes. Formulaciones orales preferidas son aquellas en las que los
oligonucledtidos de la divulgacion se administran conjuntamente con uno o mas potenciadores de la penetracion,
tensioactivos y quelantes. Tensioactivos preferidos incluyen acidos grasos y/o ésteres o sales de los mismos, acidos
biliares y/o sales de los mismos. Acidos biliares/sales y acidos grasos preferidos y sus usos se describen
adicionalmente en la patente de Estados Unidos Pat. n.° 6.287.860. También se prefieren combinaciones de
potenciadores de la penetracidn, por ejemplo, acidos grasos/sales en combinacion con acidos biliares/sales. Una
combinacion particularmente preferida es la sal de sodio de &cido laurico, acido caprico y UDCA. Potenciadores de
la penetracion adicionales incluyen éter polioxietilen-9-laurilico, éter polioxietilen-20-cetilico. Los oligonucleétidos de
la divulgacion pueden administrarse por via oral, en forma granulada que incluye particulas secadas por
pulverizacion, o complejados para formar micro o nanoparticulas. Los agentes complejantes de oligonucleétidos y
sus usos se describen adicionalmente en la patente de Estados Unidos Pat. n.° 6.287.860.

Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral, intratecal o intraventricular pueden comprender
soluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales
como, aunque no se limitan a, potenciadores de la penetracion, compuestos portadores y otros vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables.
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Ciertos aspectos de la divulgacion proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen uno o0 mas compuestos
oligoméricos y uno o mas de otros agentes quimioterapéuticos que funcionan por un mecanismo no antisentido.
Ejemplos de dichos agentes quimioterapéuticos incluyen, aunque no se limitan a, farmacos quimioterapéuticos para
el cancer tales como daunorrubicina, daunomicina, dactinomicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina,
esorrubicina, bleomicina, mafosfamida, ifosfamida, citosina arabindsido, biscloroetil-nitrosurea, busulfano, mitomicina
C, actinomicina D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona, testosterona, tamoxifeno, dacarbazina,
procarbazina, hexametilmelamina, pentametilmelamina, mitoxantrona, amsacrina, clorambucilo,
metilciclohexilnitrosurea, mostazas de nitrbgeno, melfalan, ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina,
citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea, desoxicoformicina, 4-hidroxiperoxiciclo-fosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-
fluorodesoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina, taxol, vincristina, vinblastina, etopésido (VP-16),
trimetrexato, irinotecén, topotecéan, gemcitabina, tenipdsido, cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Cuando se usan con
los compuestos de la divulgacién, dichos agentes quimioterapéuticos pueden usarse individualmente (por ejemplo,
5-FU y oligonucledtido), secuencialmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucleétido durante un periodo de tiempo seguido
de MTX vy oligonucleoétido), o en combinacion con uno o mas de otros de dichos agentes quimioterapéuticos (por
ejemplo, 5-FU, MTX y oligonucleétido, o 5-FU, radioterapia y oligonucleétido). Farmacos antiinflamatorios, que
incluyen, aungue no se limitan a, farmacos antiinflamatorios no esteroideos y corticosteroides, y farmacos antivirales,
que incluyen, aunque no se limitan a, ribivirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir, también pueden combinarse en
composiciones de la divulgaciéon. Las combinaciones de compuestos antisentido y otros farmacos no antisentido
también estan dentro del alcance de la presente divulgacion. Pueden usarse dos o0 mas compuestos combinados
juntos o secuencialmente.

En otro aspecto relacionado, las composiciones de la divulgacion pueden contener uno 0 mas compuestos
antisentido, particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer &cido nucleico y uno o mas compuestos
antisentido adicionales dirigidos a un segundo &cido nucleico diana. Por ejemplo, la primera diana puede ser una
secuencia antisentido particular de la frataxina (FXN), y la segunda diana puede ser una region de otra secuencia de
nucleétidos. Como alternativa, las composiciones de la divulgacion pueden contener dos o mas compuestos
antisentido dirigidos a diferentes regiones del mismo &cido nucleico diana de la frataxina (FXN). Se ilustran
numerosos ejemplos de compuestos antisentido en el presente documento y otros pueden seleccionarse de entre
compuestos adecuados conocidos en la técnica. Pueden usarse dos o0 mas compuestos combinados juntos o
secuencialmente.

Dosificacion:

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

En aspectos, un paciente se trata con una dosificacion de farmaco que es al menos aproximadamente 1, al menos
aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al
menos aproximadamente 6, al menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos
aproximadamente 9, al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente
20, al menos aproximadamente 25, al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente 35, al menos
aproximadamente 40, al menos aproximadamente 45, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente
60, al menos aproximadamente 70, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 90, o al menos
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Ciertas dosis inyectadas de oligonucleétidos antisentido se
describen, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos Pat. N.° 7.563.884, "Antisense modulation of PTP1B
expression,”.
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Aunque diversos aspectos de la presente divulgacion se han descrito anteriormente, debe entenderse que se han
presentado a modo de ejemplo solamente, y no de limitacion. Pueden realizarse numerosos cambios a los aspectos
descritos de acuerdo con la divulgacion en el presente documento sin alejarse del espiritu o alcance de la
divulgacion. Por lo tanto, la amplitud y el alcance de la presente divulgaciéon no deben estar limitados por ninguno de
los aspectos descritos anteriormente.

Por su citacion de diversas referencias en este documento, los solicitantes no admiten que ninguna referencia
particular sea "técnica anterior" a su invencion. Aspectos de composiciones y procedimientos inventivos se ilustran
en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos no limitantes sirven para ilustrar aspectos seleccionados de la divulgacién. Se apreciara que
variaciones en proporciones y alternativas en elementos de los componentes mostrados seran evidentes para los
expertos en la materia y estan dentro del alcance de aspectos de la presente divulgacion.

Ejemplo 1: Disefio de oligonucleétidos antisentido especificos para una molécula de acido nucleico
antisentido a una frataxina (FXN) y/o una cadena sentido de polinucle6tido de FXN

Tal como se ha indicado anteriormente, la expresion “oligonucleétido especifico para” o “dianas de oligonucleotido”
se refiere a un oligonucledtido que tiene una secuencia (i) capaz de formar un complejo estable con una parte del
gen elegido como diana, o (ii) capaz de formar un diplex estable con una parte de un transcrito de ARNm del gen
elegido como diana.

La seleccion de los oligonucledtidos se ve facilitada por la utilizacion de programas informaticos (por ejemplo, IDT
AntiSense Design, IDT OligoAnalyzer) que identifican autométicamente en cada secuencia, subsecuencias de 19-25
nucleétidos que formaran hibridos con una secuencia de polinucleétidos diana con una temperatura de fusion
deseada (normalmente 50-60 °C) y no formara autodimeros u otras estructuras secundarias complejas.

La seleccion de los oligonucledtidos apropiados se facilita usando programas informaticos que alinean
automaticamente secuencias de acido nucleico e indican regiones de identidad u homologia. Dichos programas se
usan para comparar secuencias de acidos nucleicos obtenidas, por ejemplo, buscando en bases de datos tales
como GenBank o secuenciando productos de PCR. La comparacidon de secuencias de acidos nucleicos de un
intervalo de genes y regiones intragénicas de un genoma dado permite la seleccion de secuencias de &cidos
nucleicos que muestran un grado de especificad respecto al gen de interés. Estos procedimientos permiten la
seleccién de oligonucle6tidos que muestran un alto grado de complementariedad con secuencias de 4cido nucleico
diana y un menor grado de complementariedad con otras secuencias de acido nucleico en un genoma dado. Un
experto en la materia se dara cuenta de que hay libertad considerable en la seleccién de regiones apropiadas de
genes para su uso en la presente divulgacion.

Un compuesto antisentido es "especificamente hibridable" cuando la unién del compuesto al acido nucleico diana
interfiere en la funcién normal del acido nucleico diana para causar una modulacién de la funcién y/o la actividad, y
existe un grado de complementariedad suficiente para evitar unidn inespecifica del compuesto antisentido a
secuencias de &cido nucleico no diana en condiciones en las que se desea unidn especifica, es decir, en
condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en condiciones en las que se
realizan ensayos en el caso de ensayos in vitro.

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

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

El ensayo de la curva de fusién determina la temperatura a la que se produce una rapida transicién de conformacion

bicatenaria a monocatenaria para el complejo de antisentido natural/molécula. Esta temperatura es ampliamente
aceptada como una medida fiable de la intensidad de interaccion entre las dos moléculas.
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Puede realizarse un ensayo de la curva de fusién usando una copia de ADNc de la molécula de ARN antisentido
natural real o un nucleétido de ADN o ARN sintético correspondiente al sitio de unién de la molécula. Estan
disponibles multiples kits que contienen todos los reactivos necesarios para realizar este ensayo (por ejemplo, kit
MeltDoctor de Applied Biosystems Inc.). Estos kits incluyen una soluciéon tampén adecuada que contiene uno de los
colorantes de unién a ADN bicatenario (ADNdc) (tales como los colorantes ABI HRM, SYBR Green, SYTO, etc.). Las
propiedades de los colorantes de ADNdc son tales que casi no emiten fluorescencia en forma libre, pero son
altamente fluorescentes cuando se unen a ADNdc.

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

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

Ejemplo 2: Modulacién de polinucleétidos de FXN
Tratamiento de células HepG2 con oligonucle6tidos antisentido

Todos los oligonucledtidos antisentido utilizados en el Ejemplo 2 se disefiaron como se describe en el Ejemplo 1. Se
encarg6 al fabricante (IDT Inc. de Coralville, I1A) que fabricara los oligonucleétido con el enlace fosfotioato disefiados
y se proporciond los analogos de fosfotioato mostrados en la Tabla 2. La denominacion asterisco entre nucleétidos
indica indica la presencia u enlace fosfotioato. Los oligonucleétidos requeridos para el experimento del Ejemplo 2
pueden sintetizarse utilizando cualquier procedimiento apropiado del estado de la técnica, por ejemplo el
procedimiento utilizado por IDT: sobre soporte sélido, como microperlas de vidrio de poro controlado (CPG) de 5
micrometros, usando monémeros de fosforamidita (nucledtidos normales con todos los grupos activos protegidos
con grupos de proteccion, por ejemplo, grupo tritilo en el azicar, grupo benzoilo en Ay C, y N-2-isobutirilo en G). Los
grupos de proteccion impiden las reacciones no deseadas durante la sintesis de oligonucleétidos. Los grupos de
proteccion se eliminan al final del proceso de sintesis. El nucleétido inicial esté unido a un soporte soélido a través del
carbono 3’y la sintesis continta en direcciéon 3' - 5'. La adicion de una nueva base a una cadena de oligonucleétidos
en elongacién se realiza en cuatro etapas: 1) el grupo de proteccion se elimina del oxigeno 5' del nucledtido
inmovilizado con acido tricloroacético; 2) el nucledtido inmovilizado y el siguiente en la secuencia se unen utilizando
tetrazol; la reaccion continla a través de un intermediario tetrazoilfosforamidita; 3) se lavan los nucleétidos libres que
no hayan reaccionado y otros subproductos de reaccién, y los oligonucleétidos inmovilizados que no hayan
reaccionado se tapan para evitar su participacion en la préxima ronda de sintesis; el tapado se logra acetilando el
hidroxilo 5' libre utilizando anhidrido acético y N-metil-imidazol; 4) para estabilizar el enlace entre los nucleétidos, el
fésforo se oxida con yodo y agua, si se va a producir un enlace fosfodiéster, o reactivo Beaucage (3H-1,2-
benzoditiol-3-ona-1,1-diéxido), si se desea un un enlace fosfotioato. Alternando las dos agentes oxidantes, se puede
construir un esqueleto quimérico . Se repite el ciclo de cuatro etapas descrito anteriormente para cada nucle6tido de
la secuencia. Cuando la secuencia completa esté sintetizada, se el oligonucleétido escinde sobre un soporte soélido y
se desprotege utilizando hidréxido de amonio a alta temperatura. Los grupos de proteccidon se lavan mediante
desalinizacion y el resto de los oligonucleétidos se liofilizan.

Para realizar el experimento disefiado en el Ejemplo 2, se cultivaron células HepG2 de ATCC (n.° de cat. HB-8065)
en medio de crecimiento (MEM/EBSS (Hyclone n.° de cat. SH30024, o Mediatech n.° de cat. MT-10-010-CV) +10 %
de FBS (Mediatech n.° de cat. MT35- 011-CV)+ penicilina/estreptomicina (Mediatech n.° de cat. MT30-002-Cl)) a
37°C y con el 5 % de CO2. Un dia antes del experimento, las células volvieron a sembrarse a la densidad de
0,5x104/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37 °C y con el 5 % de CO2. El dia del experimento, el medio en
las placas de 6 pocillos se cambié a medio de cultivo fresco.
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Los oligonucleétidos enviados por el fabricante en forma liofilizada se diluyeron a la concentracién de 20 uM en agua
desionizada libre de ARNasa/ADNasa. Se incubaron dos pl de esta solucion con 400 pl de medio OptiMEM (Gibco,
N.° de cat 31985-070) y 4 pl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, N.° de cat 11668019) a temperatura ambiente
durante 20 min y se aplicaron gota a gota a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con células HepG2. Se us6 una
mezcla similar que incluye 2 pl de agua en lugar de la solucién de oligonucleétido para los controles transfectados
con vector simulado. Después de 3-18 horas de incubacién a 37 °C y con el 5 % de CO2 , el medio se cambié a
medio fresco de crecimiento. 48 h después de la adicion de oligonucledtidos antisentido, el medio se elimind y se
extrajo ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (N.° de cat Z3105) o el kit
de aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (N.° de cat 74181) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
afadieron 600 ng de ARN a la reaccion de transcripcién inversa realizada usando el kit de ADNc Verso de Thermo
Scientific (n.° de cat AB1453B) o el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (n.° de cat 4368813) tal como se
describe en el protocolo del fabricante. El ADNc de esta reaccion de transcripcion inversa se usé para monitorizar la
expresion génica por PCR en tiempo real usando la mezcla de expresion génica Tagman de ABI (N.° de cat
4369510) y cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayos de expresion génica Tagman de Applied Biosystems:
Hs00175940_ml (FXN) de Applied Biosystems Inc., Foster City CA). Se uso el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante
2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando la maquina de
PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystems). El cambio de veces en la expresion génica después del
tratamiento con oligonucledtidos antisentido se calcul6 basadndose en la diferente de valores de dCt normalizados
contra 18S entre las muestras tratadas y las transfectadas de forma simulada.

Resultados: Los resultados de la PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm del gen FXN en células
HepG2 se incrementan significativamente 48 h después del tratamiento con dos de los oligos antisentido disefiados
para Al951739 antisentido de FXN (Fig 1).

Ejemplo 3: Regulacién positiva de ARNm del gen FXN en diferentes lineas celulares mediante tratamiento
con oligonucle6tidos antisentido dirigidos al transcrito antisentido natural especifico de la FXN

En el Ejemplo 3, se cribaron oligonucledtidos antisentido de diferentes quimicas dirigidos al trascripto antisentido
natural especifico de la FXN en un panel de diversas lineas celulares a una concentracion final de 20 nM. Las
células solian provenir de diferentes tipos y organos. Los datos que se muestran a continuacion confirman que la
regulacion positiva del ARNm del gen FXN mediante modulacién de la funcién del trascripto antisentido natural
especifico de la FXN no se limita a un Gnico nucleétido, tipo celular o tejido y, por tanto, demuestran que los
oligonucleétidos de la divulgacién regulan positivamente la expresion del gen FXN en sistemas biolégicos.

Materiales y métodos

Linea celular del fibroblasto GM03816A humano: la linea celular del fibroblasto GM03816A humano se obtuvo de
una paciente de 36 afios de edad con expansion GAA homocigética en el gen frataxina (FXN) (alelos de
aproximadamente 330 y 380 repeticiones). Estas células se cultivaron en medio esencial modificado de Dulbecco
(Cellgrow, n.° de cat. 10-013-CV) +10 % de FBS (Cellgrow, n.° de cat. 35-011-CV) + 1 % de penicilina/estreptomicina
(Cellgrow, n.° de cat.30-002-Cl) a 37 °C y con el 5 % de CO2. Las células se trataron con oligonucleétidos
antisentido usando uno de los siguientes métodos. Para el Método del dia siguiente, un dia antes del experimento,
las células volvieron a sembrarse con una densidad de aproximadamente 2x105/platillo, en placas de 6 pocillos, en
medio de crecimiento y se incubaron a 37 °C y con el 5 % de CO2 durante la noche. Al dia siguiente, el medio de las
placas de 6 pocillos se cambié por medio de crecimiento fresco (1,5 ml/pocillo) y se dosificaron las células con
oligonucledtidos antisentido. Todos los nucleétidos antisentido fueron fabricados por IDT Inc. (Coralville, IA). Las
secuencias de todos los oligonucledtidos se enumeran en la Tabla 2. Se diluyeron soluciones madre de
oligonucledtidos a una concentracion de 20 yM en agua estéril libre de ADNasa/ARNasa. Para dosificar un pocillo,
se incubaron 2 pl de esta solucion con 400 uyl de medio Opti-MEM (Gibco, n® de cat. 31985-070) y 4 ul de
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, n° de cat. 11668019) a temperatura ambiente durante 20 min y se aplicaron gota a
gota a un pocillo de una placa de 6 pocillos con células. Se us6 una mezcla similar, que incluye 2 pyl de agua en
lugar de la soluciéon de oligonucleétido, para los controles transfectados con vector simulado. Después de
aproximadamente 18 horas de incubacion a 37 °C y con el 5 % de CO2 , el medio se cambié por medio de
crecimiento fresco. Cuarenta y ocho horas después de la adicién de los oligonucleétidos antisentido, el medio se
elimind y se extrajo el ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (n.° de cat.
Z3105) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afiadieron seiscientos hanogramos de ARN total purificado a la
reaccion de transcripcion inversa realizada usando el kit de sintesis de ADNc SuperScript VILO de Invitrogen (n.° de
cat. 11754-250), tal y como se describe en el protocolo del fabricante. EI ADNc de esta reaccién de transcripciéon
inversa se us6 para monitorizar la expresion génica mediante PCR en tiempo real usando la mezcla de expresion
génica Tagman de ABI (n.° de cat. 4369510) y cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayos Hs00175940_ml para
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FXN humana). Los resultados obtenidos usando los tres ensayos fueron muy similares. Se uso6 el siguiente ciclo de
PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min)
usando el sistema de PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystems). El ensayo para 18S fue fabricado por
ABI (n.° de cat. 4319413E). El cambio de veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucleétidos
antisentido se calculé basandose en la diferente de valores de dCt normalizados contra 18S entre las muestras
tratadas y las transfectadas de forma simulada. Para el Método del mismo dia alternativo, se llevaron a cabo todos
los procedimientos de forma similar, pero las células se dosificaron con oligonucleétidos antisentido el primer dia,
inmediatamente después de que se distribuyeran en placas de 6 pocillos.

Células de linfocito GM15850D humano: linea celular de linfoblasto GM15850D humano. La linea celular del
fibroblasto GM03816A humano se obtuvo de un paciente varon de 13 afios de edad con expansién GAA
homaocigdtica en el gen frataxina (FXN) (alelos de aproximadamente 650 y 1030 repeticiones). Estas células se
cultivaron en RPMI 1640 con 2 ml de L-glutamina (ATCC, n.° de cat. 30-2001) + 5 % de FBS no desactivado por
calentamiento (Cellgrow, n.° de cat. 35-010 CV) + 1 % de penicilina/estreptomicina (Cellgrow, n.° de cat. 30-002-Cl)
a 37 °C y con el 5 % de CO2. Las células se trataron con oligonucleétidos antisentido usando el siguiente método.
Las células se sembraron en placas con una densidad de aproximadamente 3x105/pocillo, en placas de 6 pocillos,
en medio de crecimiento, se incubaron a 37 °C y con el 5 % de CO2 durante la noche y se dosificaron
inmediatamente con oligonucle6tidos antisentido; después de la dosificacion, cada pocillo contenia solo 1,5 ml. Se
diluyeron soluciones madre de oligonucleétidos a una concentracion de 20 pM en agua estéril libre de
ADNasa/ARNasa. Para dosificar un pocillo, se incubaron 2 ul de esta solucion con 400 ul de medio Opti-MEM
(Gibco, n° de cat. 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, n°® de cat. 11668019) a temperatura ambiente
durante 20 min y se aplicaron gota a gota a un pocillo de una placa de 6 pocillos con células. Se usé una mezcla
similar, que incluye 2 ul de agua en lugar de la solucién de oligonucleétido, para los controles transfectados con
vector simulado. Todos los nucle6tidos antisentido fueron fabricados por IDT Inc. (Coralville, IA). Las secuencias de
todos los oligonucleétidos se enumeran en la Tabla 2. Al dia siguiente, se afiadieron 1,5 ml de medio fresco a cada
pocillo de las placas de 6 pocillos. Cuarenta y ocho horas después de la dosificacion, las células tratadas con el
mismo oligonucledtido antisentido se agruparon en un tubo coénico de 15 ml; las células transfectadas con vector
simulado se agruparon en un tubo cénico de 15 ml. En ese momento, se centrifugaron las células a 120 g durante 6
minutos y se desechd el medio. Se lisd el sedimento celular con el fin de extraer el ARN celular usando un sistema
de aislamiento de ARN total SV de Promega (n.° de cat. Z3105) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
afadieron seiscientos nanogramos de ARN total purificado a la reaccion de transcripcion inversa realizada usando el
kit de sintesis de ADNc SuperScript VINO de Invitrogen (n.° de cat. 11754-250), tal y como se describe en el
protocolo del fabricante. EI ADNc de esta reaccion de transcripcion inversa se usé para monitorizar la expresion
génica mediante PCR en tiempo real usando la mezcla de expresién génica Tagman de ABI (n.° de cat. 4369510) y
cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayos Hs00175940_ml para FXN humana). Los resultados obtenidos
usando los tres ensayos fueron muy similares. Se usé el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante
10 min, 40 ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando el sistema de PCR en tiempo real
StepOne Plus (Applied Biosystems). El ensayo para 18S fue fabricado por ABI (n.° de cat. 4319413E). El cambio de
veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido se calculdé basandose en la
diferente de valores de dCt normalizados contra 18S entre las muestras tratadas y las transfectadas de forma
simulada. Para el Método del mismo dia alternativo, se llevaron a cabo todos los procedimientos de forma similar,
pero las células se dosificaron con oligonucledétidos antisentido el primer dia, inmediatamente después de que se
distribuyeran en placas de 6 pocillos.

Linea celular CHP-212: Se cultivaron células de neuroblastoma humano CHP-212 de ATCC (n° de cat. CRL-2273)
en medio de crecimiento (1:mezcla de MEM y F12 (ATCC n.° de cat. 30-2003 y Mediatech n.° de cat. 10-080-CV,
respectivamente) +10 % de FBS (Mediatech, n.° de cat. MT35-011-CV) + penicilina/estreptomicina (Mediatech, n.°
de cat. MT30-002-Cl)) a 37 °C y con el 5 % de CO?2. Las células se trataron con oligonucle6tidos antisentido usando
uno de los siguientes métodos. Para el Método del dia siguiente, un dia antes del experimento, las células volvieron
a sembrarse con una densidad de aproximadamente 2x105/platillo, en placas de 6 pocillos, en medio de crecimiento
y se incubaron a 37 °C y con el 5 % de CO2 durante la noche. Al dia siguiente, el medio de las placas de 6 pocillos
se cambié por medio de crecimiento fresco (1,5 ml/pocillo) y se dosificaron las células con oligonucleétidos
antisentido. Todos los nucledtidos antisentido fueron fabricados por IDT Inc. (Coralville, 1A). Las secuencias de todos
los oligonucledtidos se enumeran en la Tabla 2. Se diluyeron soluciones madre de oligonucleétidos a una
concentracion de 20 yM en agua estéril libre de ADNasa/ARNasa. Para dosificar un pocillo, se incubaron 2 pl de
esta solucion con 400 ul de medio Opti-MEM (Gibco, n° de cat. 31985-070) y 4 pl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
n° de cat. 11668019) a temperatura ambiente durante 20 min y se aplicaron gota a gota a un pocillo de una placa de
6 pocillos con células. Se usé una mezcla similar, que incluye 2 ul de agua en lugar de la solucion de
oligonucleétido, para los controles transfectados con vector simulado. Después de aproximadamente 18 horas de
incubacién a 37 °C y con el 5 % de CO2 , el medio se cambi6é por medio de crecimiento fresco. Cuarenta y ocho
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horas después de la adicién de los oligonucleétidos antisentido, el medio se elimind y se extrajo el ARN de las
células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (n.° de cat. Z3105) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se afiadieron seiscientos nanogramos de ARN total purificado a la reaccion de
transcripcioén inversa realizada usando el kit de sintesis de ADNc SuperScript VILO de Invitrogen (n.° de cat. 11754-
250), tal y como se describe en el protocolo del fabricante. EIl ADNc de esta reaccion de transcripcion inversa se usé
para monitorizar la expresion génica mediante PCR en tiempo real usando la mezcla de expresion génica Tagman
de ABI (n.° de cat. 4369510) y cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayos Hs00175940_ml para FXN humana).
Los resultados obtenidos usando los tres ensayos fueron muy similares. Se us6 el siguiente ciclo de PCR: 50 °C
durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando el
sistema de PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystems). El ensayo para 18S fue fabricado por ABI (n.°
de cat. 4319413E). El cambio de veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucleétidos
antisentido se calculé basandose en la diferente de valores de dCt normalizados contra 18S entre las muestras
tratadas y las transfectadas de forma simulada. Para el Método del mismo dia alternativo, se llevaron a cabo todos
los procedimientos de forma similar, pero las células se dosificaron con oligonucleétidos antisentido el primer dia,
inmediatamente después de que se distribuyeran en placas de 6 pocillos.

Linea celular HepG2: se cultivaron células de carcinoma hepatocelular humano HepG2 de ATCC (n.° de cat. HB-
8065) en medio de cultivo (MEM/EBSS (Hyclone n.° de cat. SH30024, o Mediatech n.° de cat. MT-10-010-CV) +10 %
de FBS (Mediatech, n.° de cat. MT35- 011-CV) + 1 % de penicilina/estreptomicina (Mediatech, n.° de cat. MT30-002-
Cl)) a 37°C y con el 5 % de CO2. Las células se trataron con oligonucleétidos antisentido usando uno de los
siguientes métodos. Para el Método del dia siguiente, un dia antes del experimento, las células volvieron a
sembrarse con una densidad de aproximadamente 2x105/platillo, en placas de 6 pocillos, en medio de crecimiento y
se incubaron a 37 °C y con el 5 % de CO2 durante la noche. Al dia siguiente, el medio de las placas de 6 pocillos se
cambid por medio de crecimiento fresco (1,5 ml/pocillo) y se dosificaron las células con oligonucle6tidos antisentido.
Todos los nucleétidos antisentido fueron fabricados por IDT Inc. (Coralville, 1A). Las secuencias de todos los
oligonucleétidos se enumeran en la Tabla 2. Se diluyeron soluciones madre de oligonucle6tidos a una concentracion
de 20 uM en agua estéril libre de ADNasa/ARNasa. Para dosificar un pocillo, se incubaron 2 ul de esta solucion con
400 pl de medio Opti-MEM (Gibco, n° de cat. 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, n° de cat.
11668019) a temperatura ambiente durante 20 min y se aplicaron gota a gota a un pocillo de una placa de 6 pocillos
con células. Se us6 una mezcla similar, que incluye 2 pl de agua en lugar de la solucion de oligonucledétido, para los
controles transfectados con vector simulado. Después de aproximadamente 18 horas de incubacion a 37 °C y con el
5 % de CO2 , el medio se cambio por medio de crecimiento fresco. Cuarenta y ocho horas después de la adicion de
los oligonucledtidos antisentido, el medio se elimind y se extrajo el ARN de las células usando el sistema de
aislamiento de ARN total SV de Promega (n.° de cat. Z3105) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afiadieron
seiscientos nanogramos de ARN total purificado a la reaccion de transcripcion inversa realizada usando el kit de
sintesis de ADNc SuperScript VILO de Invitrogen (n.° de cat. 11754-250), tal y como se describe en el protocolo del
fabricante. El ADNc de esta reaccion de transcripcion inversa se usé para monitorizar la expresiéon génica mediante
PCR en tiempo real usando la mezcla de expresién génica Tagman de ABI (n.° de cat. 4369510) y
cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayos Hs00175940 ml para FXN humana). Los resultados obtenidos
usando los tres ensayos fueron muy similares. Se uso el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante
10 min, 40 ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando el sistema de PCR en tiempo real
StepOne Plus (Applied Biosystems). El ensayo para 18S fue fabricado por ABI (n.° de cat. 4319413E). El cambio de
veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido se calculé basandose en la
diferente de valores de dCt normalizados contra 18S entre las muestras tratadas y las transfectadas de forma
simulada. Para el Método del mismo dia alternativo, se llevaron a cabo todos los procedimientos de forma similar,
pero las células se dosificaron con oligonucleétidos antisentido el primer dia, inmediatamente después de que se
distribuyeran en placas de 6 pocillos.

Resultados: en la Tabla 3 se muestran los niveles de ARNm del gen FXN en diferentes lineas celulares después del
tratamiento con 20 nM de oligonucledtidos antisentido comparados con el control transfectado con vector simulado.
Como se ve en los datos, algunos de los oligonucledtidos, cuando se aplicaron a una concentracion de 20 nM,
fueron muy activos en la regulacion positiva de los niveles de ARNm del gen FXN y mostraron regulacion positiva
consistentemente en humanos (linea primaria y lineas celulares) en lineas celulares derivadas de diferentes tipos
celulares/organos: linea celular del hepatoma HepG2 (higado), linea celular del linfoblasto del paciente GM15850D
(sangre), linea celular del neuroblastoma CHP-212 (cerebro), linea celular del fibroblasto del paciente GM03816A.
Algunos de los oligonucleétidos disefiados contra la secuencia antisentido natural no afectaron, o solo afectaron
marginalmente, a los niveles de ARNm del gen FXN en todas, o algunas de, las lineas celulares ensayadas. Estas
diferencias estan en consonancia con los datos bibliograficos que indican que la unién de oligonucleétidos puede
depender de las estructuras secundaria y terciaria de la secuencia diana de los oligonucledtidos.
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La Tabla 3 muestra la expresion relativa del ARNm del gen FXN en células tratadas con oligonucleétidos antisentido
dirigidos a transcrito antisentido natural especifico de la FXN. Se hicieron las siguientes abreviaturas en los
diferentes tipos celulares y 6rganos (higado, sangre, fibroblasto, cerebro). Para obtener més informacion, vaya a los
ejemplos 1y 2.

Tabla 3:
CUR- CUR-0733 CUR- CUR-0735
0732 0734
Linea celular HepG2 (datos 1,8 1,6 1,4 0,9
normalizados para 18S)
Tipo celular: linea celular del carcinoma
hepatocelular humano
Tejido: Higado
Linea celular CHP-212 (datos 25 1,9 1,9 1,6

normalizados para 18S)

Tipo celular: Linea celular del
neuroblastoma humano

Tejido: Cerebro

Linea celular GMO03816 (datos 0,9 0,9 1,8 2,4
normalizados para beta-actina)

Tipo celular: Linea celular del linfoblasto
humano

Tejido: Sangre

Linea celular GM15850 (datos 2,5 2,2 2,5 0,4
normalizados para 18S)

Tipo celular: linea celular del fibroblasto

humano

Linea celular GM15850 (datos 8 No 2,8 No
normalizados para beta-actina) disponible disponible
Tipo celular: linea celular del fibroblasto

humano

Aunque la divulgacion se ha ilustrado y descrito con respecto a una 0 mas implementaciones, se presentaran
alteraciones y modificaciones equivalentes a los expertos en la técnica, en relacioén a la lectura y comprension de
esta especificacion y los dibujos anexos. Ademas, aunque se ha descrito una caracteristica particular de la
divulgacion con respecto a solo una de varias implementaciones, dicha caracteristica puede combinarse con una o
mas de las otras caracteristicas de otras implementaciones, ya que puede desearse y ser ventajoso para cualquier
aplicaciéon dada o particular.

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

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> OPKO CURNA LLC

<120> TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LA FRATAXINA (FXN) MEDIANTE
INHIBICION DEL TRANSCRITO ANTISENTIDO NATURAL AL GEN FXN
<130> FXN

<140> US61/4947928

<141> 09/06/2011

<160> 6

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 7176

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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cttooecato
gtcaageaac
aacagtitit
tgaattcatyg
ccageactty
tggocaacat
geaggrgect
aggrggagyt
aaactergye
cooltactgy
ctttatacaa
atatratiiy
taalcocagy
facagtgagt
aaggagggtt
gaataaazac
ctgeacagga
caacacagca
tatazacasa
gatggaaatg
gtttgtatgt
acreggtgac

goLgoTCya



catgasagty
ggootattit
gcagrgggag
aarcccagea
agectygees
Tggrggrrey
CETYYQuagY
agageeatac
cageagocay
tgtgtaccaa
Cragreatee
ractggagga
attttitgay
cteatggoay
agctggetaa
ctoctaacact
ggtgtgtgec
gtagaacctc
attacaaaga
aatttaatcy
TILLETLITLE
ageacaatec
cataattrea
accttgaact
gaaccattta
aagactatty
goetitatcea
gacccatgry
atcgottrac
ggattcttgy

gggagaaagy
acgacqagte

gaagttaagg
acttteattt
atccocatty
ctitgggagg
acatggeaaa
TYCEetataar
ggaggrrgea
tregtctoaa
gggaagaatc
tagecteace
atgrgasgga
ggtgaggaat
acaggatetc
cetegacetc
TtEgtgrart
taggoteaag
acaggtytic
agecacatag
aggaatgagg
aaactcigoo
aatcrataaa
Tgatgrygaga
tatteacatt
taatcazaat
tegtgrtgect
tagecaattt
geiatacetyg
catagtgatg
gottecaagy
cacatagtta

gdasggagay
catgactity
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aatctggagct
tacatatage
aagga’aaga
crgagygcaag
ateoogiotc
TTCAgrTact
grqagacgag
atasataaat
aaaatcatat
accacagace
Tgagiiicea
Tycataatac
acttigocac
€CTgagety
tritgtagag
tgatccacct
atcagaaage
aaaataaaat
tgtgtaaaag
rertacitgr
atggagatat
agracreagt
qgaggactte
actragttta
taccatgert
aaaatttgac
coccaaatic
gagrrtgtgt
tacacactaa
tettctgota
graaagttyt

tgtatagage

ctratggogt
totaatiggt
aaggggeety
tgtatcacct
tactazaaat
caggaggety
atcatgeoac
aaataaataa
tcigtcaagc
ctgggageat
fggaaaagytt
aaterragaa
tcaggcigyga
ggraatcote
arggggtitc
goetegroeet
TTiLLcraty
gtretggeat
agaacctggg
ttgtagacac
craacatglt
Tcatgacaac
teccagaata
citaacttey
arattriact
agtitgeaty
tgacagatygc
ggactaacca
gatgaaagta
gaacaaacta
gaaatticat

aagaaatgec
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«Cttgtggge
ttgattatct
gracagtggo
gaggtceagga
aliaaaaazt
aggeaggaga
LrCacteesy
agggactica
aaactggaaa
cgecteatrtt
atraaaraty
fycirereet
ggacagtagt
ceacangigl
accatgrige
cocaagatgeo
arititacot
gacttatita
tttttgaatc
tgacagtgge
gageetggyc
Tgregrete
tggatgacyt
tattagattc
tgatctitty
adattatagg
trrtgooace
tgcaaggity
attttagrcc
azacagciac
gtaaatttat

TLTLoTTITL

cageedtea
cgrtoccaag
teatgeotgt
grrcaagace
LGGrr9g9ey
arcgergtaa
cerggecaac
aacacargaa
agtacLaceg
atggtgtggt
cacrgtaaca
Toceettiey
acaatcaaay
gcacctcoat
ccagyetggt
tgggattaca
Tetigagtyg
gotoectgga
acaaarttag
CrcatgrIt
ccacaggcaa
#CATYCALag
reedtactea
tgattcocty
catacctct
tttacaatat
tctaaaggaa
ccaaggaaaa
gtgtocagty
atgecageaa
goetgtteaaa

tgAgaAcaysy

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4520
4080
43140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4820
4580
4740
4800
4860
4920
4980
5040



terrgetetyg
cotootogagrt
tgccaccaca
caggetggte
gattacagge
aartagecaq
tytaaaactc
tgttccatot
aaatgtttat
azaatigget
aggragaagr
ggaacattgr
getcacacct
gagurtcgagq
tagerggeey
attgcitgaa
cotgggtgac
gtgtazaqqt
trtcctacoy
aacocctaaga
gagtiIgaag
tgocactglt
gcaaacegtc
cagttccoct
agtggagglc
COLCCLLLLe
gcaatctott
grgorrtter
cctcacacte
goratittca

CALATLTCTY

teacceagge
tcaageaart
cceggotaat
ttgaacrect
grgagecact
gacactigga
agoeteactta
toictggetg
tagetgaaga
ctcaaagatt
acragtgeaa
taacgeeaca
graatceeag
ceagocigot
tagtggegea
cctgggtogt
aagagggaaa
ggcraaatta
cactctatga
gaaagaaaaa
tCaggatttc
gacagagatt
cagagcatag
TgaaagrIte
ctecatcartt
tetcageoca
gtctgtaaaa
gactgaacty
aacactttga
cgtggorere

CCTHGYYUYT
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tggagtgeag
crotgoetca
trttiglatiy
gacctagtaa
gCRCCLagec
grgeatoccy
tatocectgea
tatagtttaa
trtatttaga
TLotkctcct
gaaggygrete
TerTgacele
cactrtgaga
caacatggia
cgeotgtat
ggaggtigea
ctecoattaaa
tatagaaaaa
tgctagetga
critaaatce
Totgtaagat
alaactacaa
ceacctgatc
&ccaaacate
ticacctgca
reatetaget
cctaagoagy
trcaggeact
ctccageaat
agacriggec

agatrctace

Tggacgate
gootooegay
ttagtagaga
LCCACCEGOD
agaaatgect
aagtacciga
tocegotacay
ggaatggaag
cagttgagga
grggaaagtec
TGCIgrecac
aaattgrita
ggctgaggea
A34CCCCGOC
cocageract
gtgagoegag
aaaatgtaat
taagacaata
gatttttcca
crocaaagot
tgeotagact
tgtgaagtga
crgotgggat
CCTLTaaatct
tetitgeagg
acacagtoto
accaaggeca
gactctacat
€CCaaatecce
agtgetgtry

ctgaaasaty
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tgageteact
TagCetggyat
cggggtroca
tcegeetece
toraatoitt
tcagtggece
agacagaate
graccagaac
aaacatcage
agacctotga
TTGEQTTILT
GEECCLYYCe
garggatcac
tctactaaaa
£gggagycty
attacaccac
teecgrgrot
tcatttceca
aaagaaaaty
caaaagtaat
grgractycs
atggtgocac
teetotigoe
grocterect
agcirtorta
cagggtaagco
agritcitag
ataatrtatge
cagatcceta
ceattriggt

LTCELGYLAC

acaaccroeg
Tacaggroes
crartcatygyc
aaagtygctyy
gotitarcty
ctttygaatg
caageteata
agatrtatig
accoageagt
goeeecatos
QTgatiTyTy
agacacgygtg
crtgaggutay
atacaaaaat
aggcaggaga
Tgcactooag
goeeatcrtaa
attacattco
gcttaaataa
agaaacagayt
catcrooagy
tgacagttat
agtoccatcay
geeegrooes
tatocacclt
ttioagaaag
cctgaaaaat
rtttotaces
agtgtgetge
crtriattccce

ageertgeaa

5100
5160
5220
5280
5340
5400
340
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
0G0
6060
6120
6180
6240
6300
360
6420
6480
5540
6600
5660
6720
6780
6840
6900
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<210> 2

actcotocte
catgttigte
atgaggotag
recttgeaca

agatagrrgrt

<211> 454
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2

<210> 3

<211> 20

caactetgeo
caggagreeq
getcegecot
cYtotgtggy
tegtgeattt
cootgaceea
gaacttggga

cegoeggrat

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

cactcagect
tttcecagea
gactatgtgt
caatragage

tcaaataaac

ggcegeggaa
grractgege
Ccagrgetag
ggagcageta
aacasasatg
agggagactg
grrgotgtor

gggritacag

<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 3

gctcccaagt tectectgtt

<210>4

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Oligonucledtido antisentido

<400> 4

cggagcagca tgtggactct

<210>5

<211>19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Oligonucleétido antisentido

<400>5

ggagcagcat gtggactct

<210> 6

<211>21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

19

<223> Oligonucleétido antisentido

<400> 6

gtctaacctc tagctgctec ¢

21
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ctgectggat
ctgacctace
ctootitgrt
teraraaaty

Tetaaataac

crogagtyag
ggegcocgag
gtgcrgegge
gaggttagac
gagageotye
cagoeetygry
tgctgggaag
cagttgygta

geoottgatt
atgtgtcacs
gactgotgtt
reaaaraast

cocaac

ggtetgagaec

agrecacatg
gaccoctggt
crLaggaaga
trtgrgeaas
geeegeeget
tgggrgeaty
tgty

45

gticcatgtc
cotgettgge
grootageat

grgrtataat

tgggotggge
LTYCTCCYHG

ggreactgge
acttcccagc
geacggagty
tCtaaaatic

cacaaattga

cicagLatac
tgtacctiec
cttgcacagt

taratgrita

tgggtgacgc
TeTgeogeee
cgcaggecact
ttageactat
CHRACCAGYPALC

Taaacaggag

ggctgetigy

65960
7020
7080
7140
7176

&0
120
180
240

360
420
454
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REIVINDICACIONES

1. Oligonucleétido dirigido a un transcrito antisentido natural de la Frataxina (FXN) para su uso como un
compuesto terapéutico, donde el oligonucleétido aumenta la expresion de la Frataxina (FXN).
2. Oligonucledtido dirigido a un transcrito antisentido natural de la Frataxina (FXN) para uso en la

prevencién o el tratamiento de una enfermedad o un trastorno asociados a la Frataxina (FXN), donde el
oligonucledtido aumenta la expresion de la Frataxina (FXN), donde la enfermedad o el trastorno es ataxia de
Friedreich.

3. Procedimiento in vitro para aumentar la expresion de la Frataxina (FXN) en células o tejidos del
paciente que comprende: poner en contacto dichas células o tejidos con un oligonucleétido dirigido a un transcrito
antisentido natural de la Frataxina (FXN); aumentando asi la expresion de la Frataxina (FXN).

4. Oligonucledtido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, o procedimiento de
acuerdo con la reivindicacion 3, donde el transcrito antisentido natural tiene la secuencia de acido nucleico tal y
como se expone en la SEQ ID NO: 2.

5. Oligonucleétido para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4, o0 método de
acuerdo con la reivindicacion 3 o la reivindicacion 4, donde el oligonucle6tido es monocatenario.

6. Oligonucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4 o 5, 0 método de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, donde el oligonucle6tido es un compuesto de siRNA.

7. Oligonucledtido para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4 o 6, 0 método de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, donde el oligonucledtido comprende al menos una de las SEQ
IDNO: 3a6.

8. Oligonucledtido para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4 o 7, o método de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, donde la expresion de la Frataxina (FXN) estd aumentada en
al menos un 10 %.

9. Oligonucledtido para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4 u 8, o método de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, donde el oligonucle6tido ademas comprende una o mas
modificaciones que comprenden:

a. al menos un enlace internucleosidico modificado seleccionado de entre: un fosforotioato, alquilfosfonato,
fosforoditioato, alquilfosfonotioato, fosforamidato, carbamato, carbonato, triéster de fosfato, acetamidato, éster
carboximetilico y combinaciones de los mismos;

b. al menos un nucle6tido modificado seleccionado de entre: un acido nucleico peptidico (PNA), un acido nucleico
bloqueado (LNA), un acido arabino-nucleico, un analogo, un derivado, y combinaciones de los mismos; o

c. al menos un resto de azlcar modificado seleccionado de entre: un resto de azlcar modificado con 2'-O-
metoxietilo, un resto de azucar modificado con 2'-metoxi, un resto de aztcar modificado con 2'-0-alquilo, un resto de
azucar biciclico, un resto de azdicar modificado con 2'-fluoro y combinaciones de los mismos.

10. Oligonucledtido dirigido a un transcrito antisentido natural de la Frataxina (FXN), donde el
oligonucledtido aumenta la expresion de la Frataxina (FXN), donde el oligonucleétido consiste en una de las SEQ ID
NO: 3,4 06.

11. Oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacién 10, donde el transcrito antisentido natural de la
Frataxina (FXN) tiene la secuencia de acido nucleico tal y como se expone en la SEQ ID NO: 2.

12. Oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 10 o la reivindicacion 11, donde el oligonucleoétido es
un compuesto de siRNA.
13. Oligonucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, donde la expresion de la

Frataxina (FXN) esta aumentada en al menos un 10 %.

14. Oligonucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, donde el oligonucleétido
ademas comprende una o mas modificaciones que comprenden:
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a. al menos un enlace internucleosidico modificado seleccionado de entre: un fosforotioato, alquilfosfonato,
fosforoditioato, alquilfosfonotioato, fosforamidato, carbamato, carbonato, triéster de fosfato, acetamidato, éster
carboximetilico y combinaciones de los mismos;

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

c. al menos un resto de azlcar modificado seleccionado de entre: un resto de azlcar modificado con 2'-O-
metoxietilo, un resto de azlGcar modificado con 2'-metoxi, un resto de aztcar modificado con 2'-O-alquilo, un resto de
azUcar biciclico, un resto de azdcar modificado con 2'-fluoro y combinaciones de los mismos.

15. Composicion farmacéutica que comprende al menos un oligonucleétido de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 10 a 14 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Expresién relativa
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Figura 1

Diferencia (veces) en el numero de copias de ARNm del gen
FXN en comparacién con el control
(usando 18S como control endégeno)
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Figura 2

Diferencia (veces) en el nimero de copias de ARNm del gen
FXN en comparacién con el control
(usando 18S como control enddgeno)
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Figura 3

Diferencia (veces) en el nimero de copias de ARNm del gen
FXN en comparacién con el control
(usando beta-actina como control endégeno)
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Figura 4

Diferencia (veces) en el nimero de copias de ARNm del gen
FXN en comparacion con el control
(usando 18S como control endégeno)
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Figura 5

Diferencia (veces) en el nimero de copias de ARNm del gen
FXN en comparacién con el control
(usando beta-actina como control endégeno)
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