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DESCRIPCION
Analogos oligonucleotidicos dirigidos a LMNA humana
Antecedentes
Campo técnico
La presente invencion se refiere en general a compuestos de antisentido dirigidos a lamina A humana.
Descripcion de la técnica relacionada

El sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) es un trastorno genético infrecuente caracterizado por
arterioesclerosis prematura y degeneracion de las células del musculo liso vascular (SMC). El HGPS se manifiesta
de forma muy destacable como envejecimiento prematuro en nifios afectados. Los nifios con HGPS tienen sintomas
progresivos tales como retardo del crecimiento, alopecia, pérdida de grasa subcutdnea y anomalias 6seas. La
esperanza de vida promedio es de 12 afos, siendo la causa mas comun de muerte el infarto de miocardio o
apoplejia.

La mayoria de los casos de HGPS estan causados por una mutacion puntual en el gen de la lamina A (LMNA), que
provoca la generacién de progerina, un mutante de corte y empalme truncado de lamina A. La mutacién puntual es
una sustitucion silenciosa de novo (1824C>T, Gly608Gly) en el exon 11 del gen de la lamina A (LMNA). La
sustitucion activa un sitio donador de corte y empalme criptico, que da lugar a la produccion de una proteina lamina
A mutante negativa dominante con una eliminacion interna de 50 aminoacidos. La proteina mutante, llamada
progerina, se acumula en la membrana nuclear, causando vesiculacion nuclear caracteristica ((Scaffidi y Misteli
2005; Cao, Blair et al. 2011)).

Se sabe que el corte y empalme aberrante puede corregirse usando oligonucleétidos de fosforodiamidato morfolino
(PMO), o mas especificamente, oligonucleétidos de cambio de corte y empalme (SSO). Los SSO bloquean los sitios
de corte y empalme aberrantes hibridando en o cerca de los sitios, evitando de ese modo el reconocimiento por la
maquinaria celular de corte y empalme. Los SSO preferentes son resistentes a las nucleasas y la estructura
bicatenaria resultante elimina la posibilidad de escision del ARN por RNasa H. Se ha demostrado que los SSO
reparan de forma eficaz el patron de corte y empalme tanto in vitro como in vivo para talasemia y distrofia muscular
de Duchenne. (Kinali, Arechavala-Gomeza et al. 2009; Svasti, Suwanmanee et al. 2009). Se ha demostrado que el
corte y empalme aberrante de LMNA asociado con HGPS se reduce por correccién del evento de corte y empalme
aberrante usando oligonucleétidos de antisentido modificados dirigidos al sitio de corte y empalme criptico activado
tanto en cultivo celular (Scaffidi y Misteli 2005) y en un modelo animal oportuno (Osorio, Navarro et al. 2011).

Dada la funcion de LMNA en HGPS, se necesitan oligonucleétidos que modulen el corte y empalme del preARNm
de LMNA para eliminar la expresion de progerina.

Fernando G. Osorio et al., "Splicing-Directed Therapy in a New Mouse Model of Human Accelerated Aging", Science
Translational Medicine, American Association for the Advancement of Science, vol. 3, n.° 106, paginas 145-155 se
refiere, en el contexto del sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) a un tratamiento de antisentido
basado en morfolino que evita el corte y empalme patégeno de Lmna, reduciendo la acumulacién de progerina y sus
defectos nucleares asociados.

El documento WO 2007/047913 A2 divulga compuestos, composiciones y métodos para modular la expresion de
LMNA en una célula, tejido o animal.

Paola Scaffidi et al., "Reversal of the cellular phenotype in the premature aging disease Hutchinson-Gilford progeria
syndrome", Nature Medicine, vol. 11, n.° 43, paginas 440-445 se refiere a la correccion del corte y empalme
aberrante en el transcrito enddégeno de lamina A en células HGPS.

Loren G. Fong et al., "Activating the synthesis of progerin, the mutant prelamin A in Hutchinson-Gilford progeria
syndrome, with antisense oligonucleotides", Human Molecular Genetics, vol. 18, n.° 13, paginas 2462-2471 muestra
que los oligonucleétidos de antisentido contra secuencias del exén 11 en direccién 3' desde el sitio donador de corte
y empalme del exdn 11 promueven un corte y empalme alternativo en fibroblastos tanto de tipo silvestre como
HGPS, aumentando la sintesis de progerina.

Breve sumario

La presente invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un oligonucleétido de antisentido para reducir la expresion del
ARNm de LMNA con corte y empalme andmalo, teniendo el oligonucledtido una estructura sustancialmente no
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cargada y estando compuesto de subunidades morfolino y uniones entre unidades que contienen fosforo que unen
un nitrégeno de morfolino de una subunidad con un carbono 5'-exociclico de una subunidad adyacente,

que contiene 25-40 bases, y

que comprende una secuencia de direccion que comprende una cualquiera de las SEQ ID NO: 4, 5, 10, 11, 13, 14 y
16,

en el que el oligonucledtido de antisentido se adhiere covalentemente a un péptido de penetracion celular y resto
conector, en el que el resto conector se selecciona de glicina, cisteina, prolina, acido 6-aminohexanoico (Ahx), B-
alanina (B) y Ahx-B, y el péptido de penetracion celular se selecciona de las SEQ ID NO: 39-54.

La presente invencion también se refiere a un oligonucleétido de antisentido, en el que el oligonucleétido reduce la
expresion del ARNm de LMNA con corte y empalme andémalo, comprendiendo el oligonucleétido una estructura,
comprendiendo la estructura una secuencia de estructuras ciclicas de morfolino unidas por uniones entre
subunidades, uniendo las uniones entre unidades un extremo 3' de una estructura ciclica de morfolino con un
extremo 5' de una estructura ciclica de morfolino adyacente, en el que cada estructura ciclica de morfolino se une a
un resto de emparejamiento de bases, de modo que el oligonucleétido puede unirse de una manera especifica de
secuencia a un acido nucleico diana, que comprende una secuencia de direccion que comprende una cualquiera de
las SEQ ID NO: 4, 5, 10, 11, 13, 14 y 16, en el que las uniones entre subunidades tienen la siguiente estructura
general (I):

W

xfp‘*\ ‘
5

IR
|
)
()

0 una sal o isémero de la misma, y en el que cada una de las uniones (l) entre subunidades son independientemente
unioén (A) o unién (B):

en el que para la unién (A):

W es, en cada caso, independientemente S u O;
X es, en cada caso, independientemente -N(CHjs)a, -NR’ Rz, -OR® 0;

RS R®
R5
B
N N—g—
R4
R® R®

(1)

Y es, en cada caso, independientemente O o -NR?,

R' es, en cada caso, independientemente hidrégeno o metilo;

R? es, en cada caso, independientemente hidrégeno o -LNR4R5R7;

R® es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C+-Cg;

R* es, en cada caso, independientemente hidrégeno, metilo, -C(=NH)NH,, -Z-L-NHC(=NH)NH, o -
[C(O)CHR'NH]wH, donde Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, R' es una cadena lateral de un
aminoacido de origen natural o un homodlogo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

RS es, en cada caso, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones;

R°® es, en cada caso, independientemente hidrégeno o metilo;

R’ es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-Cg 0 alcoxialquilo C4-Ce;

L es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud que comprende grupos alquilo, alcoxi o
alquilamino, o combinaciones de los mismos; y en el que para la unién (B):

W es, en cada caso, independientemente S u O;
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X es, en cada caso, independientemente -NR°R® u -OR?®; e

Y es, en cada caso, independientemente O o -NR1°, o)

Y y W son cada uno O,

R" es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C2-C1;

R® es, en cada caso, independientemente hidrogeno, alquilo C4-C12, aralquilo C1-C+2 o arilo;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-C12 0 —LNR4R5R7;

en el que R® y R® pueden unirse para formar un heterociclo mono- o biciclico de 5-18 miembros o R R0
R® pueden unirse con R' para formar un heterociclo de 5-7 miembros, y en el que, cuando X es 4-
piparazino, X tiene la siguiente estructura (lll):

R12

VAR
/N N-%-

R'T \ ‘/

R12

(111)

en la que:

R es, en cada caso, independientemente alquilo C,-C12, aminoalquilo C1-C12, alquilcarbonilo C4-C12,
arilo, heteroarilo o heterociclilo; y

R es, en cada caso, independientemente un par de electrones, hidrégeno o alquilo C4-C12; y

R'2 es, en cada caso, independientemente, hidrégeno, alquilo C4-C42, aminoalquilo C4-C12, -NHa, -
NR"™R™, -NR"R"R", alquilcarbonilo C4-C1,, oxo, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo,
amidinilalquilcarbonil guanidinilo, guanidinilalquilo, guanidinilalquilcarbonilo, colato, desoxicolato, arilo,
heteroarilo, heterociclo, -SR"™ o alcoxi Ci-C12, en la que R13, R™ y R'S son, en cada caso,
independientemente alquilo C1-C13;

en el que al menos una de las uniones entre subunidades es la unién (B), o en el que cada unién (B), si
esta presente, tiene la misma estructura en cada caso; y

en el que el oligonucledtido de antisentido se adhiere covalentemente a un péptido de penetracion celular
y resto conector, en el que el resto conector se selecciona de glicina, cisteina, prolina, acido 6-
aminohexanoico (Ahx), B-alanina (B) y Ahx-B, y el péptido de penetracion celular se selecciona de las
SEQ ID NO: 39-54. Se exponen realizaciones de la invencion en las reivindicaciones dependientes y a
continuacion.

Dentro del contexto de la presente invencion se divulgan composiciones que modulan el corte y empalme aberrante
del preARNm de LMNA. Por ejemplo, dentro del contexto de la presente invencion divulgada, se proporcionan
oligonucleétidos de antisentido para su uso en la modulacion del corte y empalmen aberrante de un preARNm de
LMNA humana, estando compuestos los oligonucleétidos de subunidades morfolino y uniones entre unidades que
contienen fésforo que unen un nitrdgeno de morfolino de una subunidad con un carbono 5'-exociclico de una
subunidad adyacente, y:

(i) tienen una estructura resistente a nucleasa sustancialmente no cargada;

(ii) pueden captarse por células hospedadoras de mamifero;

(iii) contienen entre aproximadamente 12-40 bases nucleotidicas; y

(iv) tienen una secuencia de direccidon de al menos aproximadamente 12 subunidades contiguas complementaria
al exén 10, intrén 10, exén 11, o combinaciones de los mismos de un preARNm de LMNA humana.

En realizaciones mas especificas, la secuencia de direccion del oligonucleétido es complementaria a bases en
direccion &' del sitio de corte y empalme criptico del exén 11 de un preARNm de LMNA humana. En otras
realizaciones especificas, la secuencia de direccion es complementaria a bases en direccion 3' del sitio de corte y
empalme criptico del exén 11 de un preARNm de LMNA humana. En otras realizaciones especificas mas, la
secuencia de direccion no solapa con el sitio de corte y empalme criptico del exén 11 del preARNm de LMNA
humana.

En realizaciones adicionales, la secuencia de direccion en el oligonucleétido usado en los métodos de la invencion
no solapa con la mutacion 1824C>T.

En otra realizacion especifica, la base mas 3' de la secuencia de direccion es complementaria a una base en el exén
11 de LMNA que esta aproximadamente 1-30 bases en direccion 3' del sitio de corte y empalme criptico del exén 11
de un preARNm de LMNA humana.
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En otra realizacion especifica, la base mas 3' de la secuencia de direcciéon es complementaria a una base en el exon
11 de LMNA que esta aproximadamente 1-30 bases en direccion 3' del sitio de corte y empalme criptico del exén 11
de un preARNm de LMNA humana.

En otra realizacién especifica mas, la base mas 3' de la secuencia de direccién es complementaria a una base en el
exon 11 de LMNA que esta aproximadamente 10-40 bases en direccion 5' del sitio de corte y empalme criptico del
ex6n 11 de un preARNm de LMNA humana.

Dentro del contexto de la presente invencién también se divulga en el presente documento que la base mas 3' de la
secuencia de direccién es complementaria a una base en el intrén 10 de LMNA que esta aproximadamente 1-60
bases en direccion 5' del exén 11 de LMNA.

Dentro del contexto de la presente invencién también se divulga en el presente documento que la base mas 3' de la
secuencia de direccién es complementaria a una base en el exén 10 de LMNA que esta aproximadamente 1-30
bases en direccion 5' del intron 10 de LMNA.

En otra realizacion especifica mas, la secuencia de direccion es complementaria a una regidén que solapa con la
union de corte y empalme de sitios donadores de corte y empalme (SD) o aceptadores de corte y empalme (SA) de
los exones 10 y 11 del preARNm de LMNA, y es complementaria a una parte de una regiéon exonica y una parte de
una region intronica del ARNm preprocesado.

La secuencia de direccion del oligonucleétido, en realizaciones incluso mas especificas de la invencion, es
complementaria a al menos 12 bases contiguas de una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-34, o es al menos un 90 %
idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-34, o comprende una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-34, o consiste
en una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-34.

La secuencia de direccion del oligonucleétido, en realizaciones incluso mas especificas de la invencién, es
complementaria a al menos 12 bases contiguas de una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-7 0 14-16, o es al menos un
90 % idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-7 o 14-16, o comprende una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-7
0 14-16, o consiste en una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-7 o 14-16.

La secuencia de direccion del oligonucledtido, en realizaciones incluso mas especificas de la invencién, es
complementaria a al menos 12 bases contiguas de la SEQ ID NO: 4, o es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID
NO: 4, o comprende la SEQ ID NO: 4, o consiste en la SEQ ID NO: 4.

La secuencia de direccion del oligonucleétido, en otras realizaciones mas especificas de la invencion, es
complementaria a al menos 12 bases contiguas de la SEQ ID NO: 11, o es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID
NO: 11, o comprende la SEQ ID NO: 11, o consiste en la SEQ ID NO: 11.

En otras realizaciones, el oligonucleétido es un oligonucleétido de fosforodiamidato morfolino (PMO), o un PMO que
comprende una o0 mas uniones entre subunidades que contienen piperazina (PMOplus), o un oligonucleétido PMO-
X.

Las subunidades morfolino ejemplares, de acuerdo con determinadas realizaciones de la invencién, se unen por
uniones fosforodiamidato, de acuerdo con la siguiente estructura:

enlaqueZesSuO,

X =NR'R? u OR®,

Y=00NR/,

y cada una de dichas uniones se selecciona de:

(a) unién no cargada (a), en la que cada uno de R', R% R, y R’ se selecciona independientemente de
hidrégeno y alquilo inferior;
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(b1) unién catidnica (b1) en la que X = NR1R2 e Y=0,y NR'R? representa un grupo piperazino sustituido
opC|onaI de modo que R'R? = -CHRCHRN(R )(R )JCHRCHR-, en el que

cada R* es H, CH3 0 no existe, y

R3 se selecciona de H, alquilo inferior, C(=NH)NH;, Z-L-NHC(=NH)NH,, y [C(O)CHR'NH]+H, en el que
cuando Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, L es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud
que tiene enlaces seleccionados de alquilo, alcoxi y alquilamino, R' es una cadena lateral de un aminoacido
de origen natural o un homélogo de uno o dos carbonos del mismo, y mes de 1 a 6;

(b2) unién catiénica (b2), en la que X = NR'R?eY=0,R"=Ho0CHs, yR?= LNR’R*R®, en el que L, R} yR*
se definen como anteriormente, y R®es H, al(;uno inferior o (alcom)alquuo mfenor y

(b3) unidén cationica (b3), en la %ue Y=NR yX= OR®, y R7 = LNR®R*R?®, en el que L, R®, y R? y R® se
definen como anteriormente, y R” es H o alquilo inferior; y al menos una de dlchas uniones se selecciona de
uniones catiénicas (b1), (b2) y (b3).

En una realizacién mas especifica de la estructura anterior, cada uno de R’ y Rz, en las uniones de tipo (a), es
metilo.

En otra realizacion especifica de la estructura anterior, al menos una unién es de tipo (b1), donde cada R es H, R* es
H, CHs, o un par de electrones, y R® se selecciona de H, CHs, C(=NH)NH,, y C(O)-L-NHC(=NH)NH,.

En otra realizacion especmca de la estructura anterior, al menos una unién es de tipo (b1), donde cada R es H, R* es
un par de electrones, y R® se selecciona de C(=NH)NH, y C(O)-L-NHC(=NH)NH.

En otra realizacion especifica mas de la estructura anterior, al menos una unién es de tipo (b1), donde cada R es H,
R*es un par de electrones, y R® se selecciona de C(=NH)NHz y C(O)-L-NHC(=NH)NH..

En otra realizacion especifica mas de la estructura anterior, R® es C(O)-L-NHC(NH)NH2, y L es un hidrocarburo que
tiene la estructura -(CH3)n-, donde nes de 1 a 12.

En otra reahzamon especmca de la estructura anterior, al menos una unién es de tipo (b1), donde cada R es H, y
cada uno de R® y R*es independientemente H o CHs.

En otras realizaciones de la invencion, el oligonucledtido de antisentido se adhiere covalentemente a un péptido de
penetracion celular, tal como un péptido rico en arginina. En una realizacion mas especifica, el péptido rico en
arginina se adhiere en su extremo C al extremo 5' del oligonucleétido a través de un conector de uno o dos
aminoacidos. Como alternativa, en otra realizacion, el péptido se adhiere en su extremo C al extremo 3' del
oligonucledtido a través de un conector de uno o dos aminoacidos. En una realizaciéon preferente, el péptido de
penetracion celular se une al oligonucledtido a través de un aminoacido glicina.

En realizaciones adicionales de la invencion, se proporciona un oligonucleétido que comprende una estructura,
comprendiendo la estructura una secuencia de estructuras ciclicas de morfolino unidas por uniones entre
subunidades, uniendo las uniones entre unidades un extremo 3' de una estructura ciclica de morfolino con un
extremo 5' de una estructura ciclica de morfolino adyacente, en el que cada estructura ciclica de morfolino se une a
un resto de emparejamiento de bases, de modo que el oligonucleétido puede unirse de una manera especifica de
secuencia a un acido nucleico diana, que comprende una secuencia de direccidon que es complementaria a al menos
12 bases de una secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-34, o que comprende una cualquiera
de las SEQ ID NO: 3-34, en el que las uniones entre subunidades tienen la siguiente estructura general (1):

I
/P\
X | ¥
Y\

]
5
(D

o una sal o isémero de la misma, y en el que cada una de las uniones (I) entre subunidades son independientemente
unién (A) o unién (B):

31

en el que para la unién (A):

W es, en cada caso, independientemente S u O;
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X es, en cada caso, independientemente -N(CHs)z, -NR'R?, -OR® o

RS R®
R5
B
N N—g—
R4
R® R®

(1)

Y es en cada caso, independientemente O o - -NR?,

R es, en cada caso, independientemente hldrogeno o] metllo

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o - -LNR*R°R’;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C;- Ce,

R* es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-Cs, -C(=NH)NH3, -Z-L-NHC(=NH)NH; o -
[C(O)CHR'NH]wH, donde Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, R' es una cadena lateral de un
ammoamdo de origen natural o un homélogo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o metilo;

R’ es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-Cg 0 alcoxialquilo C1-Cg;

L es un conector opcional de hasta 18 &tomos de longitud que comprende grupos alquilo, alcoxi o
alquilamino, o combinaciones de los mismos; y

en el que para la union (B):

W es, en cada caso, independientemente S u O

X es, en cada caso, independientemente - -NR°R® u -OR% e

Y es en cada caso, independientemente O o - -NR™"

R es, en cada caso, independientemente hldrogeno o0 alquilo C2-C1y;

R es en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-Cy2, aralquno C4-C12 0 arilo;

R'es, en cada caso independientemente hidrégeno, alquilo C4-C42 0 -LNR ‘R°R”;

en el que R® y R® pueden unirse para formar un heterociclo mono- o biciclico de 5 18 miembros o R®, R? o R®
pueden unirse con R'° para formar un heterociclo de 5-7 miembros, y en el que, cuando X es 4-piparazino, X
tiene la siguiente estructura (l11):

R12
S N
\_|_/

R12

(II0)
en la que:

R'" es, en cada caso, independientemente alquilo C,-C12, aminoalquilo C1-C12, alquilcarbonilo C4-C12,
arilo, heteroarilo o heterociclilo; y

R es, en cada caso, independientemente un par de electrones, hidrégeno o alquilo C4-C12; y

R'? es, en cada caso, independientemente, hidrégeno, alquilo C4-C42, aminoalquilo C¢-C12, -NH>, -
NR"R™, -NR"R"R", alquilcarbonilo C4-C1,, oxo, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo,
amidinilalquilcarbonil guanldlnllo guanidinilalquilo, guanldlnllalquncarbon|Io colato desoxicolato, arilo,
heteroarilo, heterociclo, -SR™ o alcoxi Ci-C12, en la que R, R™ y R'™ son, en cada caso,
independientemente alquilo C4-C12; y en la que al menos una de las unlones es la unién (B).

En algunas realizaciones de la estructura anterior, al menos un 5 % de las uniones entre subunidades son uniones
(B). En una realizacién relacionada, de un 10 % a un 50 % de las uniones entre subunidades son uniones (B). En
otra realizaciones relacionada, cada unién (B) tiene la misma estructura en cada caso. En otra realizacion especifica
mas de la estructura anterior, cada Y y cada W son O.

En el presente documento se divulga un oligonucleétido de antisentido que comprende una secuencia de direccion
que es complementaria a una o mas bases del exén 10 o el exén 11 en el gen de LMNA humana y que contiene al
menos 12 bases contiguas complementarias a una secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-34.
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Realizaciones adicionales de la invencidon proporcionan un oligonucleétido de antisentido que comprende una
estructura, comprendiendo la estructura una secuencia de estructuras ciclicas de morfolino unidas por uniones entre
subunidades de tipo (A), (B) o combinaciones de las mismas, en el que cada estructura ciclica de morfolino
mantiene un resto de emparejamiento de bases, de modo que el compuesto oligonucleotidico puede unirse de una
manera especifica de secuencia a un acido nucleico diana, que comprende una secuencia diana que es
complementaria a al menos 12 bases de las SEQ ID NO: 1-34, o que comprende una cualquiera de las SEQ ID

NO: 3-34, y en el que el oligonucledtido comprende un extremo 3', un extremo 5' y tiene la siguiente estructura
(XVII):

R1® Extremo 5'
!
N
l
W=F]’—X
Y
:Oj/B
N |
I X
W:T_X
Y
‘ :Oj/P,
N
/

R17 \R‘la Extremo 3'

(XVII)

o una sal o isémero de la misma, y en el que para la unién (A):

W es, en cada caso, independientemente S u O;
X es, en cada caso, independientemente -N(CHj3)a, -NR’ RZ, -OR® 0;

5 )»—
R\

(11)

Y es, en cada caso, independientemente O o -NRZ,

R’ es, en cada caso, independientemente hidrégeno o metilo;

R? es, en cada caso, independientemente hidrégeno o -LNR4R5R7;
R® es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C+-Ce;
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R* es, en cada caso, independientemente hidrégeno, metilo, -C(=NH)NHp, -Z-L-NHC(=NH)NH; o -
[C(O)CHR'NH]wH, donde Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, R' es una cadena lateral de un aminoacido
de origen natural o un homaélogo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

R® es, en cada caso, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones;

R® es, en cada caso, independientemente hidrégeno o metilo;

R’ es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C1-Cg 0 alcoxialquilo C1-Ceg;

L es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud que comprende grupos alquilo, alcoxi o alquilamino, o
combinaciones de los mismos; y

en el que para la unién (B):

W es, en cada caso, independientemente S u O;

X es, en cada caso, independientemente -NR®R® u -ORS; e

Y es, en cada caso, independientemente O o -NR1°,

R® es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C2-Cyy;

R® es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-Cy3, aralquilo C4-C12 0 arilo;

R'’ es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C1-C12 0 -LNR*R°R’;

en el que R® y R® pueden unirse para formar un heterociclo mono- o biciclico de 5-18 miembros o R® R% o R®
pueden unirse con R para formar un heterociclo de 5-7 miembros, y en el que, cuando X es 4-piparazino, X
tiene la siguiente estructura (l11):

R12
AWARN
/N N—%—
R10 \_|_/
R12
(I11)

en la que:

R es, en cada caso, independientemente alquilo C»-C+2, aminoalquilo C4-C42, alquilcarbonilo C4-C+2, arilo,
heteroarilo o heterociclilo; y

R es, en cada caso, independientemente un par de electrones, hidrégeno o alquilo C1-Cyy;

R'2 es, en cada caso, independientemente, hidrogeno, alquilo C4-C12, aminoalquilo C4-C12, -NHo, —NR13R14, -
NR'™R"R", alquilcarbonilo C1-C12, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo, amidinilalquilcarbonilo,
guanidinilo, guanidinilalquilo, guanidinilalquilcarbonilo, colato, desoxicolato, arilo, heteroarilo, heterociclo, -SR" o
alcoxi C1-C12, en la que R R™ y R" son, en cada caso, independientemente alquilo C1-C12; y

R" es, en cada caso, independientemente inexistente, hidrogeno o alquilo C+-Cg;

R'® y R' son, en cada caso, independientemente inexistentes, hidrogeno, un péptido de penetracién celular, un
aminodacido natural o no natural, alquilcarbonilo C2-Cso, -C(=O)OR21 o) RZO;

R% es, en cada caso, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C1-Caso, cicloalquilo C3-Cs; arilo Ce-
Cso, aralquilo C7-Cs3p, alquilcarbonilo C3-Csg, cicloalquilcarbonilo Cs3-Cs, cicloalquilalquilcarbonilo Cs-Cs,
arilcarbonilo  C7-Cszg, aralquilcarbonilo C7-C3p, alquiloxicarbonilo C,-Cszg, cicloalquiloxicarbonilo Cs3-Csg,
ariloxicarbonilo C7-Cs, aralquiloxicarbonilo Cg-C3o 0 -P(=0)(R%);;

R?' es alquilo C1-Cso que comprende uno o mas restos de oxigeno o hidroxilo o combinaciones de los mismos;
cada R? es independientemente ariloxi CB-C12;

B es un resto de emparejamiento de bases;

L' es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud que comprende enlaces seleccionados de alquilo,
hidroxilo, alcoxi, alquilamino, amida, éster, carbonilo, carbamato, fosforodiamidato, fosforoamidato, fosforotioato,
piperazina y fosfodiéster;

X s un numero entero de 0 o mayor; y

en la que al menos uno de R'™ 0 R"® es R y con la condicion de que tanto R'” como R'® no estén ausentes.

Estos y otros aspectos de la invencién seran evidentes tras la referencia a la siguiente divulgacion detallada. Para
este fin, se exponen diversas referencias en el presente documento, que describen en mas detalle determinada
informacién antecedente, procedimientos, compuestos y/o composiciones.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1A muestra una estructura ejemplar de oligémero de morfolino con una unién fosforodiamidato;

La figura 1B muestra un oligémero de morfolino como en la figura 1A, pero donde las uniones de la estructura
contienen un grupo cargado positivamente en forma de una unién de fosforodiamidato (piperazino);
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La figura 1C muestra un conjugado de un péptido rico en arginina y un oligébmero de antisentido, de acuerdo con
una realizacion de la invencion;

Las figuras 1D-G muestran el segmento de subunidad repetitivo de oligonucleétidos morfolino ejemplares,
denominado D a G.

La figura 2 muestra los resultados para el cribado de inmunofluorescencia de progerina y lamina A/C.

La figura 3 muestra los resultados para el analisis de Western de lamina A y progerina.

La figura 4 muestra los resultados para el analisis de RT-qgPCR de lamina A y progerina.

La figura 5 muestra los resultados para el analisis de Western de lamina A, lamina C y progerina.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a oligonucledtidos como se describe en el presente documento, y una composicion
que contiene los mismos. Dentro del contexto de la presente invencion también se divulgan métodos in vitro, en los
que los oligonucleétidos muestran expresion del ARNm de la proteina LMNA mutante, por ejemplo, modulando el
corte y empalme del preARNm de LMNA.

Definiciones

Salvo que definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado entendido normalmente por los expertos en la materia a la que pertenece la invencion. Aunque
puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento en la
practica o ensayo de la presente invencion, se describen los métodos y materiales preferentes. Para los fines de la
presente invencion, los términos siguientes se definen a continuacion.

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o mas de uno (es decir, al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.

Por "aproximadamente" se entiende una magnitud, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje, dimensién, tamafio,
cantidad, peso o longitud que varia en tanto como un 30, 25, 20, 25, 10, 9, 8, 7,6, 5, 4, 3, 2 0 1 % respecto a una
magnitud, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje, dimension, tamafio, cantidad, peso o longitud de referencia.

Por "secuencia codificante" se entiende cualquier secuencia de acido nucleico que contribuye a codificar el producto
polipeptidico de un gen. Por el contrario, la expresion "secuencia no codificante" se refiere a cualquier secuencia de
acido nucleico que no contribuye a codificar el producto polipeptidico de un gen.

En toda esta memoria descriptiva, a no ser que el contexto requiera lo contrario, las palabras "comprenden”,
"comprende", y "que comprende" se entenderan como la inclusidon de una etapa o elemento o grupo de etapas o
elementos indicados, pero no la exclusion de cualquier otra etapa o elemento o grupo de etapas o elementos.

Por "que consiste en" se entiende que incluye, y se limita a, o que sea que sigue a la frase "que consiste en". Por lo
tanto, la frase "que consiste en" indica que los elementos enumerados son necesarios u obligatorios y que no
pueden estar presentes otros elementos. Por "que consiste esencialmente en" se entiende que incluye cualquier
elemento enumerado después de la frase y se limita a otros elementos que no interfieren ni contribuyen a la
actividad o accién especificada en la divulgacion de los elementos enumerados. Por lo tanto, la frase "que consiste
esencialmente en" indica que los elementos enumerados son necesarios u obligatorios, pero que otros elementos
son opcionales y pueden o no estar presentes dependiendo de si afectan o no materialmente a la actividad o accién
de los elementos enumerados.

Los términos "complementario” y "complementariedad" se refieren a polinucleétidos (es decir, una secuencia de
nucleostidos) relacionados por las normas de emparejamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia "A-G-T" es
complementaria a la secuencia "T-C-A". La complementariedad puede ser "parcial," en que Unicamente algunas de
las bases de los acidos nucleicos se acoplan de acuerdo con las normas de emparejamiento de bases. O puede
haber complementariedad "completa" o "total" entre los &cidos nucleicos. El grado de complementariedad entre
hebras de acidos nucleicos tiene efectos significativos sobre la eficacia y la fuerza de hibridacion entre hebras de
acido nucleico. Aunque a menudo se desea complementariedad perfecta, algunas realizaciones pueden incluir uno o
mas, pero preferentemente 6, 5, 4, 3, 2 o 1 emparejamientos incorrectos con respecto al ARN diana. Se incluyen
variaciones en cualquier ubicacion dentro del oligdmero. En determinadas realizaciones, las variaciones en la
secuencia cerca de los extremos de un oligdmero generalmente son preferentes a variaciones en el interior vy, si
estan presentes, normalmente estan en aproximadamente 6, 5, 4, 3, 2 o 1 nucledtido del extremo 5' y/o 3'.

Las expresiones "péptido de penetracion celular” o "CPP" se usan indistintamente y se refieren a péptidos catidnicos
de penetracion celular, también llamados péptidos de transporte, péptidos portadores o dominios de transduccion
peptidica. Los péptidos, como se muestra en el presente documento, tiene la capacidad de inducir la penetracion
celular en un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % de las células de una poblacién de cultivo celular
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dada, incluyendo todos los numeros enteros entremedias, y permiten la traslocacion macromolecular dentro de
multiples tejidos in vivo tras administracion sistémica.

Las expresiones "oligobmero de antisentido" o "compuesto de antisentido" u "oligonucleétido de antisentido" u
"oligonucledtido" se usan indistintamente y hacen referencia a una secuencia de subunidades ciclicas, albergando
cada una un resto de emparejamiento de bases, unidas por uniones entre subunidades que permiten que los restos
de emparejamiento de bases hibriden con una secuencia diana en un acido nucleico (normalmente un ARN) por
emparejamiento de bases de Watson-Crick, para formar un heteroduplex de acido nucleico:oligémero dentro de la
secuencia diana. Las subunidades ciclicas pueden estar basadas en ribosa u otra azucar pentosa o, en
determinadas realizaciones, un grupo morfolino (véase la descripcion de oligdémeros de morfolino a continuacion).
También se contemplan acidos peptidonucleicos (APN), acidos nucleicos bloqueados (ANB) y oligonucleétidos 2'-O-
metilo, y otros agentes de antisentido conocidos en la técnica.

Dicho oligébmero de antisentido puede disefiarse para bloquear o inhibir la traduccion del ARNm o para inhibir el
procesamiento de corte y empalme del preARNm natural, o inducir la degradacién de los ARNm diana, y puede
decirse que esta "dirigido a" o "dirigido contra" una secuencia diana con la que hibrida. En determinadas
realizaciones, la secuencia diana es una regién que rodea o incluye un codon de inicio AUG de un ARNm, un sitio de
corte y empalme 3' o 5' de un ARNm preprocesado o un punto de ramificacion. La secuencia diana puede estar
dentro de un exdn o dentro de un intrén o una combinaciéon. La secuencia diana para un sitio de corte y empalme
puede incluir una secuencia de ARNm que tiene su extremo 5' de 1 a aproximadamente 25 pares de bases en
direccién 3' de una unioén aceptadora de corte y empalme normal en un ARNm preprocesado. Una secuencia diana
preferente para corte y empalme es cualquier regiéon de un ARNm preprocesado que incluye un sitio de corte y
empalme o esta contenida completamente dentro de una secuencia que codifica un exén o abarca un sitio aceptador
y donador de corte y empalme. Mas en general se dice que un oligdbmero esta "dirigido contra" una diana
biologicamente pertinente tal como, en la presente invencion, un preARNm del gen de LMNA humana que codifica la
proteina lamina A, cuando esta dirigido contra el acido nucleico de la diana de la manera descrita anteriormente. Las
secuencias de direccion ejemplares incluyen las SEQ ID NO: 3-34.

Se incluyen oligonucleétidos de antisentido que comprenden, consisten esencialmente en o consisten en una o mas
de las SEQ ID NO: 3-34. También se incluyen variantes de estos oligdmeros de antisentido, incluyendo oligémeros
variantes que tienen un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % (incluyendo todos los numeros enteros
entremedias) de identidad de secuencia u homologia de secuencia con una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-34 y/o
variantes que difieren de estas secuencias en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 nucledtidos,
preferentemente aquellas variantes que modulan la expresion de progerina en una célula. También se incluyen
oligonucledtidos de una cualquiera o mas de las SEQ ID NO: 3-34, que comprenden una cantidad adecuada de
uniones catiénicas u otras uniones modificadas, como se describe en el presente documento, por ejemplo, hasta
aproximadamente 1 por cada 2-5 uniones no cargadas, tal como aproximadamente 4-5 por cada 10 uniones no
cargadas, y/o que comprenden un péptido de transporte de penetracion celular rico en Arg adherido a los mismos,
como también se describe en el presente documento.

Las expresiones "oligémero de morfolino" o "PMQ" (oligémero de fosforoamidato o fosforodiamidato morfolino) se
refieren a un analogo oligonucleotidico compuesto de estructuras de subunidad morfolino, donde (i) las estructuras
se unen juntas mediante uniones que contienen fosforo, de uno a tres atomos de longitud, preferentemente de dos
atomos de longitud y preferentemente no cargadas o catidnicas, que unen el nitrdgeno de morfolino de una
subunidad a un carbono 5' exociclico de una subunidad adyacente, y (ii) cada anillo de morfolino alberga una purina
o pirimidina o un resto de emparejamiento de bases equivalente eficaz para unirse, por enlaces de hidrégeno
especificos de base, a una base en un polinucleétido. Pueden hacerse variaciones a esta unién siempre que no
interfieran con la unién o la actividad. Por ejemplo, el oxigeno adherido al fésforo puede sustituirse con azufre
(tiofosforodiamidato). El oxigeno 5' puede sustituirse con amino o amino sustituido con alquilo inferior. El nitrégeno
colgante adherido al fosforo puede estar si sustituir, monosustituido o disustituido con alquilo inferior (opcionalmente
sustituido). Véase también el analisis de uniones catidnicas a continuacion. El resto de emparejamiento de bases de
purina o pirimidina es normalmente adenina, citosina, guanina, uracilo, timina o inosina. La sintesis, estructuras y
caracteristicas de union de los oligdmeros de morfolino se detallan en las patentes de Estados Unidos n.° 5.698.685,
5.217.866, 5.142.047, 5.034.506, 5.166.315, 5.521.063 y 5.506.337, y las solicitudes PCT n.° PCT/US07/11435
(uniones cationicas) y US08/012804 (sintesis mejorada).

"PMO+" se refiere a oligbmeros de fosforodiamidato morfolino que comprenden incontables uniones (1-
piperazino)fosfinilideneoxi, (1-(4-(w-guanidino-alcanoil))-piperazino)fosfinilideneoxi (A2 y A3) que se han descrito
previamente (véase, por ejemplo, la publicacion PCT W0/2008/036127).

"PMO-X" se refiere a oligdbmeros de fosforodiamidato morfolino divulgados en el presente documento que
comprenden al menos una unién (B) o al menos una de las modificaciones terminales divulgadas, y como se divulga
en los documentos W0O2011/150408 y US2012/0065169. Ademas, los oligdmeros de fosforodiamidato morfolino
PMO-X dutiles en el presente documento pueden encontrarse en el documento US2014/0330006. Un grupo
"fosforoamidato" comprende fosforo que tiene tres atomos de oxigeno adheridos y un atomo de nitrégeno adherido,
mientras que un grupo "fosforodiamidato” comprende fésforo que tiene dos atomos de oxigeno adheridos y dos
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atomos de nitrégeno adheridos. En las uniones entre subunidades no cargadas o modificadas de los oligdbmeros
descritos en el presente documento y en los documentos W02011/150408 y US7.943.762, un nitrégeno siempre
esta colgante a la cadena estructural. El segundo nitrégeno, en una unién fosforodiamidato, normalmente es el
nitrégeno del anillo en una estructura ciclica de morfolino.

Las uniones "tiofosforoamidato" o "tiofosforodiamidato" son uniones fosforoamidato o fosforodiamidato,
respectivamente, en las que un atomo de oxigeno, normalmente el oxigeno colgante a la estructura, se remplaza
con azufre.

"Unién entre subunidades” se refiere a la unién que conecta dos subunidades morfolino, por ejemplo la estructura (l).
"Cargado", "no cargado", "catidnico" y "anidnico", como se usan en el presente documento, se refieren al estado
predominante de un resto quimico a pH casi neutro, por ejemplo, de aproximadamente 6 a 8. Por ejemplo, el término
puede hacer referencia al estado predominante del resto quimico a pH fisioldgico, es decir, de aproximadamente 7,4.

La expresion "analogo oligonucleotidico" se refiere a un oligonucledtido que tiene (i) una estructura central
modificada, por ejemplo, una estructura diferente de la unidn fosfodiéster convencional encontrada en oligo- y
polinucledtidos naturales vy (ii), opcionalmente, restos de azicar modificados, por ejemplo, restos morfolino en lugar
de restos de ribosa o desoxirribosa. Los analogos oligonucleotidicos mantienen bases que pueden formar enlaces
de hidrogeno por emparejamiento de bases de Watson-Crick con bases polinucleotidicas convencionales, donde la
estructura analoga presenta las bases de una manera que permite dichos enlaces de hidrégeno de una manera
especifica de secuencia entre la molécula analoga oligonucleotidica y las bases en un polinucleétido convencional
(por ejemplo, ARN monocatenario o ADN monocatenario). Los analogos preferidos son aquellos que tienen una
estructura sustancialmente no cargada, que contiene fosforo.

Una estructura sustancialmente no cargada, que contiene fésforo en un analogo oligonucleotidico es una en que una
mayoria de las uniones de subunidades, por ejemplo, entre un 50-100 %, normalmente al menos de un 60 % a un
100 % o un 75% o un 80 % de sus uniones, estan sin cargar y contienen un uUnico atomo de fdsforo. Los
oligonucledtidos de antisentido y los analogos oligonucleotidicos pueden contener entre aproximadamente 8 y 40
subunidades, normalmente aproximadamente 8-25 subunidades y preferentemente de aproximadamente 12 a 25
subunidades (incluyendo todos los niumeros enteros e intervalos entremedias). En determinadas realizaciones, los
oligonucleétidos pueden tener complementariedad de secuencia exacta con la secuencia diana o casi
complementariedad, como se define a continuacion.

Una "subunidad" de un oligonucleétido se refiere a una unidad de nucleétido (o analogo nucleotidico). El término
puede hacer referencia a la unidad de nucleétido con o sin la unién entre subunidades adherida, aunque, cuando se
refiere a una "subunidad cargada", la carga normalmente reside dentro de la unién entre subunidades (por ejemplo,
una unién fosfato o fosforotioato o una union catiénica).

El resto de emparejamiento de bases de purina o pirimidina es normalmente adenina, citosina, guanina, uracilo,
timina o inosina. También se incluyen bases tales como piridin-4-ona, piridin-2-ona, fenilo, seudouracilo, 2,4,6-
trimetoxibenceno, 3-metiluracilo, dihidrouridina, naftilo, aminofenilo, 5-alquilcitidinas (por ejemplo, 5-metilcitidina), 5-
alquiluridinas (por ejemplo, ribotimidina), 5-halouridina (por ejemplo, 5-bromouridina) o 6-azapirimidinas o 6-
alquilpirimidinas  (por ejemplo, 6-metiluridina), propina, quesosina, 2-tiouridina, 4-tiouridina, wybutosina,
wybutoxosina, 4-acetiltidina, 5-(carboxihidroximetil)uridina, 5'-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-
carboximetilaminometiluridina, B-D-galactosilqueosina, 1-metiladenosina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 3-
metilcitidina, 2-metiladenosina, 2-metilguanosina, N6-metiladenosina, 7-metilguanosina, 5-metoxiaminometil-2-
tiouridina, 5-metilaminometiluridina, 5-metilcarbonilmetiluridina, 5-metiloxiuridina, 5-metil-2-tiouridina, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenosina, B-D-manosilqueosina, acido uridina-5-oxiacético, 2-tiocitidina, derivados de treonina y otros
(Burgin et al., 1996, Biochemistry, 35, 14090; Uhiman y Peyman, supra). Por "bases modificadas", en este aspecto,
se entiende bases nucleotidicas diferentes de adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T) y uracilo (U), como
se ilustra anteriormente; dicha bases pueden usarse en cualquier posicion en la molécula de antisentido. Los
expertos en la materia apreciaran que, dependiendo de los usos de los oligébmeros, las T y los U son
intercambiables. Por ejemplo, con otros compuestos quimicos de antisentido tales como oligonucledtidos 2'-O-metilo
de antisentido que son mas parecidos a ARN, las bases T pueden mostrarse como U (véase, por ejemplo, el listado
de secuencias).

Una "subunidad de aminoacido" o "resto de aminoacido" puede hacer referencia a un resto de a-aminoacido (-CO-
CHR-NH-) o un resto de B-aminoacido u otro (por ejemplo, -CO-(CH2),CHR-NH-), donde R es una cadena lateral
(que puede incluir hidrégeno) y n es de 1 a 7, preferentemente de 1 a 4.

La expresién "aminoacido de origen natural" se refiere a un aminoacido presente en proteinas encontradas en la
naturaleza, tales como los 20 (L)-aminoacidos utilizados durante la biosintesis de proteinas, asi como otros tales
como 4-hidroxiprolina, hidroxilisina, desmosina, isodesmosina, homocisteina, citrulina y ornitina. La expresion
"aminoacidos no naturales" se refiere a aquellos aminoacidos no presentes en proteinas encontradas en la
naturaleza, cuyos ejemplos incluyen beta-alanina (B-Ala), acido 6-aminohexanoico (Ahx) y acido 6-aminopentanoico.
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Ejemplos adicionales de "aminoacidos no naturales" incluyen, sin limitacién, (D)-aminoacidos, norleucina, norvalina,
p-fluorofenilalanina, etionina y similares, que son conocidos para los expertos en la materia.

Por "aislado" se entiende material que estd sustancialmente o esencialmente libre de componentes que
normalmente lo acompafan en su estado natural. Por ejemplo, un "polinucleétido aislado" u "oligonucleétido
aislado", como se usan en el presente documento, pueden hacer referencia a un polinucleétido que se ha purificado
o retirado de las secuencias que lo flanquean en un estado de origen natural, por ejemplo, un fragmento de ADN que
se ha retirado de las secuencias que estan normalmente adyacentes al fragmento.

Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de oligdémero de antisentido eficaz para modular la expresion de
progerina in vitro.

Por "potencia" o "potenciacion”, o "aumentar" o "aumento”, o "estimular" o "estimulacién" se refiere en general a la
capacidad de uno o mas compuestos o composiciones de antisentido de producir o provocar una mayor respuesta
fisiolégica (es decir, efectos posteriores) en una célula, en comparacion con la respuesta provocada por cualquier
compuesto que no sea de antisentido o un compuesto de control. Una cantidad "aumentada" o "potenciada" es
normalmente una cantidad "estadisticamente significativa", y puede incluir un aumento que es 1,1, 1,2, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o mas veces (por ejemplo, 500, 1000 veces) (incluyendo todos los nimeros enteros y
puntos decimales entremedias y por encima de 1), por ejemplo, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, etc.) la cantidad producida por
compuestos que no es de antisentido (la ausencia de un agente) o un compuesto de control.

El término "reducir" o "inhibir" puede referirse en general a la capacidad de uno o mas compuestos de antisentido de
la invencion de "disminuir" una respuesta fisioldgica o celular pertinente, medida de acuerdo con técnicas rutinarias
en la técnica de diagndstico. Las respuestas fisiologicas o celulares pertinentes (in vivo o in vitro) seran evidentes
para los expertos en la materia, y pueden incluir, por ejemplo, reducciones en la expresion de progerina medida por
los niveles de ARNm y/o proteina. Una "disminucion" en una respuesta puede ser "estadisticamente significativa" en
comparacioén con la respuesta producida por un compuestos que no es de antisentido o una composicion de control,
y puede incluir un 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %,
18 %, 19 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o
100 %, incluyendo todos los nimeros enteros entremedias.

La expresion "secuencia diana" se refiere a una parte del ARN diana contra el que estéa dirigido el oligonucledétido o
agente de antisentido, es decir, la secuencia con la que hibridara el oligonucleétido por emparejamiento de bases de
Watson-Crick de una secuencia complementaria. En determinadas realizaciones, la secuencia diana puede ser una
region contigua de un preARNm que incluye secuencia diana tanto intrénica como exénica. En otras determinadas
realizaciones, la secuencia diana consistira exclusivamente de secuencias intronicas o exonicas.

La expresion "secuencia de direccion" o "secuencia de direccion de antisentido" se refiere a la secuencia en un
oligonucleétido u otro agente de antisentido que es complementaria (que significa, ademas, sustancialmente
complementaria) a la secuencia diana en el genoma de ARN. La secuencia completa, o Unicamente una parte, del
compuesto de antisentido puede ser complementaria a la secuencia diana. Por ejemplo, en un oligonucleotido que
tiene 20-30 bases, aproximadamente 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28 0 29 pueden ser secuencias de direccion que son complementarias a la regién diana. Tipicamente, la secuencia
de direcciéon esta formada de bases contiguas, pero puede estar formada, como alternativa, de secuencias no
contiguas que cuando se situan juntas, por ejemplo, desde extremos opuestos del oligonucleétido, constituyen la
secuencia que abarca la secuencia diana.

Las secuencias diana y de direccidon se describen como "complementarias" entre si cuando se produce hibridacion
en una configuracion antiparalela. Una secuencia de direccion puede tener complementariedad "cercana" o
"sustancial" con la secuencia diana y aun funcional para los fines de la presente invencioén, es decir, aun puede ser
funcionalmente "complementaria". En determinadas realizaciones, un oligonucleétido puede tener como mucho un
emparejamiento incorrecto con la secuencia diana de los 10 nucleétidos, y preferentemente como mucho un
emparejamiento incorrecto de los 20. Como alternativa, un oligonucleétido puede tener al menos un 90 % de
homologia de secuencia, y preferentemente al menos un 95 % de homologia de secuencia, con las secuencias de
direccién de antisentido ejemplares descritas en el presente documento.

Un oligonucleétido "hibrida especificamente” con un polinucleétido diana si el oligémero hibrida con la diana en
condiciones fisiolégicas, con una Tm sustancialmente mayor de 45 °C, preferentemente al menos 50 °C y
normalmente 60 °C-80 °C o mayor. Dicha hibridacion preferentemente corresponde a condiciones de hibridacion
rigurosas. A una fuerza ionica y pH dados, la Tm es la temperatura a la que el 50 % de una secuencia diana hibrida
con un polinucleétido complementario. De nuevo, dicha hibridacién puede producirse con complementariedad
"cercana" o "sustancial" del oligémero de antisentido a la secuencia diana, asi como con complementariedad exacta.

"Homologia" se refiere al porcentaje de la cantidad de aminoacidos que son idénticos o constituyen sustituciones

conservativas. La homologia puede determinarse usando programas de comparacion de secuencias tales como
GAP (Deveraux et al., 1984, Nucleic Acids Research 12, 387-395). De esta manera, secuencias de una longitud
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similares o sustancialmente diferente respecto a las indicadas en el presente documento podria compararse por
insercion de huecos en la alineacion, determinandose dichos huecos, por ejemplo, por el algoritmo de comparacion
usado por GAP.

Las expresiones "identidad de secuencia" o, por ejemplo, que comprenden una "secuencia un 50 % idéntica a",
como se usan en el presente documento, se refieren al grado al que las secuencias son idénticas en una base
nucledtido por nucleétido o una base aminoacido por aminoacido sobre una ventana de comparacién. Por lo tanto,
un "porcentaje de identidad de secuencia" puede calcularse comparando dos secuencias alineadas de forma dptima
sobre la ventana de comparacion, determinando la cantidad de posiciones en las que la base de acido nucleico
idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, |) o el resto de aminoacido idéntico (por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu,
lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, GIn, Cys y Met) aparece en ambas secuencias para producir la
cantidad de posiciones coincidentes, dividiendo el numero de posiciones coincidentes entre el numero total de
posiciones en la ventana de comparacién (es decir, el tamafio de ventana) y multiplicando el resultado por 100 para
dar el porcentaje de identidad de secuencia.

Las expresiones usadas para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas polinucleétidos o polipéptido
incluyen "secuencia de referencia", "ventana de comparacion”, "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de
secuencia" e "identidad sustancial". Una "secuencia de referencia" es de al menos 8 o 10, pero frecuentemente de
15 a 18 y a menudo de al menos 25 unidades monoméricas, incluyendo nucleétidos y restos de aminoacido, de
longitud. Como dos polinucledtidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, Unicamente una parte
de la secuencia polinucleotidica completa) que es similar entre los dos polinucleétidos, y (2) una secuencia que es
divergente entre los dos polinucleédtidos, las comparaciones de secuencia entre dos (o mas) polinucleétidos se
realizan normalmente comparando secuencias de los dos polinucledtidos sobre una "ventana de comparacion” para
identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacion" se refiere a un
segmento conceptual de al menos 6 posiciones contiguas, habitualmente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 100, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en que se compara
una secuencia con una secuencia de referencia de la misma cantidad de posiciones contiguas después de alinear
de forma o6ptima las dos secuencias. La ventana de comparacion puede comprender adiciones o eliminaciones (es
decir, huecos) de aproximadamente un 20 % o menos en comparacion con la secuencia de referencia (que no
comprende adiciones o eliminaciones) para la alineaciéon 6ptima de las dos secuencias.

La alineacion o6ptima de las secuencias para alinear una ventana de comparacién puede realizarse por
implementaciones informaticas de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA del Wisconsin Genetics Software
Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, EE. UU.) o por inspeccion y la
mejor alineacion (es decir, que produce el porcentaje de homologia mas alto sobre la ventana de comparacion)
generada por cualquiera de los diversos métodos seleccionados. También puede hacerse referencia a la familia
BLAST de programas como se divulga, por ejemplo, por Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25:3389. Puede
encontrarse un analisis detallado del analisis de secuencia en la unidad 19.3 de Ausubel et al., "Current Protocols in
Molecular Biology," John Wiley & Sons Inc, 1994-1998, capitulo 15.

Una molécula oligomérica (oligémero) "resistente a nucleasa" se refiere a una cuya estructura es sustancialmente
resistente a escisidon por nucleasa, en forma no hibridada o hibridada; por nucleasas extracelulares e intracelulares
comunes en el organismo; es decir, el oligdmero muestra poca o ninguna escisidén por nucleasa en condiciones de
nucleasa normales en el organismo al que se expone el oligémero.

Una agente se "capta activamente por células de mamifero" cuando el agente puede entrar en la célula por un
mecanismo diferente de difusién pasiva a través de la membrana celular. El agente puede transportarse, por
ejemplo, por "transporte activo", que se refiere al transporte de agentes a través de una membrana celular de
mamifero por, por ejemplo, un mecanismo de transporte dependiente de ATP, o por "transporte facilitado", que se
refiere al transporte de agentes de antisentido a través de la membrana celular por un mecanismo de transporte que
requiere la union del agente a una proteina de transporte, que entonces facilita el paso del agente unido a través de
la membrana. Tanto para el transporte activo como para el transporte facilitado, los analogos oligonucleotidicos
preferentemente tienen una estructura sustancialmente no cargada, como se define a continuacion.

Un "heteroduplex” se refiere a un duplex entre un oligonucledtido de antisentido y la parte complementaria de un
ARN diana. Un "heteroduplex resistente a nucleasa" se refiere a un heteroduplex formado por la uniéon de un
oligémero de antisentido con su diana complementaria, de modo que el heteroduplex es sustancialmente resistente
a degradacion in vivo por nucleasas intracelulares y extracelulares, tales como RNasaH, que pueden cortar
complejos bicatenarios de ARN/ARN o ARN/ADN.

Como se usa en el presente documento, la expresién "liquido corporal" abarca una diversidad de tipos de muestra
obtenidos de un sujeto, incluyendo orina, saliva, plasma, sangre, liquido cefalorraquideo u otra muestra de origen
bioldgico, tal como células de la piel o desechos dérmicos, y puede referirse a células o fragmentos celulares
suspendidos en el mismo, o el medio liquido y sus solutos.
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La expresion "cantidad relativa" se usa cuando se hace una comparaciéon entre una medicion de ensayo y una
medicion de control. La cantidad relativa de un reactivo que forma un complejo en una reaccioén es la cantidad que
reacciona con una muestra de ensayo, en comparacién con la cantidad que reacciona con una muestra de control.
La muestra de control pude ejecutarse por separado en el mismo ensayo, o puede ser parte de la misma muestra
(por ejemplo, tejido normal que rodea un area maligna en una seccion tisular).

Un gen o producto génico de tipo silvestre es el que se observa mas frecuentemente en una poblacién y, por tanto,
se denomina arbitrariamente forma "normal" o "de tipo silvestre" del gen.

Los siguientes términos quimicos tienen los siguientes significados, a menos que se indique lo contrario:

"Amino" se refiere al radical -NH>.

"Ciano" o "nitrilo" se refiere al radical -CN.

"Hidroxi" o "hidroxilo" se refiere al radical -OH.

"Imino" se refiere al sustituyente =NH.

"Guanidinilo" se refiere al sustituyente -NHC(=NH)NH..
"Amidinilo" se refiere al sustituyente -C(=NH)NH,.
"Nitro" se refiere al radical -NOx.

"Oxo0" se refiere al sustituyente =0O.

"Tioxo" se refiere al sustituyente =S.

"Colato" se refiere a la siguiente estructura:

"Desoxicolato" se refiere a la siguiente estructura:

"Alquilo" se refiere a un radical de cadena de hidrocarburo lineal o ramificada que esta saturada o insaturada (es
decir, contiene uno o mas dobles y/o triples enlaces), que tiene de uno a treinta atomos de carbono, y que esta unido
al resto de la molécula por un enlace sencillo. Se incluyen alquilos que comprenden cualquier cantidad de atomos de
carbono de 1 a 30. Un alquilo que comprende hasta 30 atomos de carbono se menciona como un alquilo C1-Cso,
asimismo, por ejemplo, un alquilo que comprende hasta 12 atomos de carbono es un alquilo C4-C12. Los alquilos (y
otros restos definidos en el presente documento) que comprenden otras cantidades de atomos de carbono se
representan de forma similar. Los grupos alquilo incluyen, pero sin limitacion, alquilo C1-Cao, alquilo C4-Cy, alquilo
C4-C1s, alquilo C4-C1p, alquilo C4-Csg, alquilo C4-Cg, alquilo C1-C4, alquilo C4-Cs, alquilo C4-C», alquilo C,-Cg, alquilo
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C3-Cs y alquilo C4-Cs. Los grupos alquilo representativos incluyen, pero sin limitacion, metilo, etilo, n-propilo, 1-
metiletilo (iso-propilo), n-butilo, i-butilo, s-butilo, n-pentilo, 1,1-dimetiletilo (t-butilo), 3-metilhexilo, 2-metilhexilo,
etenilo, prop-1-enilo, but-1-enilo, pent-1-enilo, penta-1,4-dienilo, etinilo, propinilo, but-2-inilo, but-3-inilo, pentinilo,
hexinilo y similares. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo alquilo
puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Alquileno" o "cadena de alquileno" se refiere a una cadena de hidrocarburo divalente lineal o ramificada que une el
resto de la molécula a un grupo radical. Los alquilenos pueden estar saturados o insaturados (es decir, contiene uno
0 mas dobles y/o triples enlaces). Los alquilenos representativos incluyen, pero sin limitacion,alquileno C1-C1z,
alquileno C+-Cg, alquileno C+-Cs, alquileno C+-Cy4, alquileno C+-Cs3, alquileno C+-C», alquileno C4. Los grupos alquileno
representativos incluyen, pero sin limitacion, metileno, etileno, propileno, n-butileno, etenileno, propenileno, n-
butenileno, propinileno, n-butinileno y similares. La cadena de alquileno esta unida al resto de la molécula a través
de un enlace sencillo o doble y al grupo radical a través de un enlace sencillo o doble. Los puntos de unién de la
cadena de alquileno al resto de la molécula y al grupo radical pueden ser a través de un carbono o dos carbonos
cualesquiera dentro de la cadena. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, una
cadena de alquileno puede estar opcionalmente sustituida como se describe a continuacion.

"Alcoxi" se refiere a un radical de férmula -OR,, donde R, es un radical alquilo como se define. A menos que se
indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo alcoxi puede estar opcionalmente sustituido
como se describe a continuacion.

Alcoxialquilo" se refiere a un radical de férmula -R,OR,, donde R, es un radical alquilo como se define y donde R;, es
un radical alquileno como se define. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva,
un grupo alcoxialquilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Alquilcarbonilo" se refiere a un radical de formula -C(=O)Ra, donde R, es un radical alquilo como se define
anteriormente. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo
alquilcarbonilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Alquiloxicarbonilo” se refiere a un radical de formula -C(=0)OR,, donde R; es un radical alquilo como se define. A
menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo alquiloxicarbonilo puede estar
opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Alquilamino” se refiere a un radical de formula -NHR, o -NRaR,, donde cada R, es, independientemente, un radical
alquilo como se define anteriormente. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva,
un grupo alquilamino puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Amidilo" se refiere a un radical de férmula -N(H)C(=O) R,, donde R, es un radical alquilo o arilo como se define en
el presente documento. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo
amidilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Amidinilalquilo" se refiere a un radical de férmula -R,-C(=NH)NH2, donde Ry, es un radical alquileno como se define
anteriormente. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo
amidinilalquilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Amidinilalquilcarbonilo" se refiere a un radical de férmula -C(=O)R,-C(=NH)NH,, donde R, es un radical alquileno
como se define anteriormente. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un
grupo amidinilalquilcarbonilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Aminoalquilo" se refiere a un radical de férmula -R,-NRaRa, donde R, es un radical alquileno como se define
anteriormente, y cada R, es independientemente un hidrégeno o un radical alquilo.

"Tioalquilo" se refiere a un radical de formula -SR,, donde R, es un radical alquilo como se define anteriormente. A
menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo tioalquilo puede estar
opcionalmente sustituido.

"Arilo" se refiere a un radical derivado de un sistema ciclico de hidrocarburo que comprende hidrégeno, de 6 a 30
atomos de carbono y al menos un anillo aromatico. El radical arilo puede ser un sistema ciclico monociclico,
biciclico, triciclico o tetraciclico, que puede incluir sistemas ciclicos condensados o unidos por puentes. Los radicales
arilo incluyen, pero sin limitaciéon, radicales arilo derivados de los sistemas de hidrocarburo de aceantrileno,
acenaftileno, acefenantrileno, antraceno, azuleno, benceno, criseno, fluoranteno, fluoreno, as-indaceno, s-indaceno,
indano, indeno, naftaleno, fenaleno, fenantreno, pleyadeno, pireno y trifenileno. A menos que se indique otra cosa
especificamente en la memoria descriptiva, el término "arilo" o el prefijo "ar-" (tal como en "aralquilo") pretende incluir
radicales arilo que estan opcionalmente sustituidos.
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"Aralquilo” se refiere a un radical de férmula -R,-R:, donde R, es una cadena de alquileno como se define
anteriormente y R; es uno o mas radicales arilo como se define anteriormente, por ejemplo, bencilo, difenilmetilo,
tritilo y similares. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo aralquilo
puede estar opcionalmente sustituido.

"Arilcarbonilo" se refiere a un radical de formula -C(=O)R., donde R; es uno o mas radicales arilo como se define
anteriormente, por ejemplo, fenilo. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un
grupo arilcarbonilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Ariloxicarbonilo" se refiere a un radical de férmula -C(=0O)OR., donde R. es uno o mas radicales arilo como se
define anteriormente, por ejemplo, fenilo. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria
descriptiva, un grupo ariloxicarbonilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Aralquilcarbonilo” se refiere a un radical de formula -C(=O)Rp-R¢, donde R, es una cadena de alquileno como se
define anteriormente y R es uno o mas radicales arilo como se define anteriormente, por ejemplo, fenilo. A menos
que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo aralquilcarbonilo puede estar
opcionalmente sustituido.

"Aralquiloxicarbonilo" se refiere a un radical de formula -C(=0)OR;-R¢, donde R, es una cadena alquileno como se
define anteriormente y R; es uno o mas radicales arilo como se define anteriormente, por ejemplo, fenilo. A menos
que se indique ofra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo aralquiloxicarbonilo puede estar
opcionalmente sustituido.

"Ariloxi" se refiere a un radical de férmula -OR., donde R; es uno o mas radicales arilo como se define anteriormente,
por ejemplo, fenilo. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo
arilcarbonilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Cicloalquilo" se refiere a un anillo carbociclico monociclico o policiclico no aromatico, estable, que puede incluir
sistemas ciclicos condensados o unidos por puentes, que esta saturado o insaturado, y unido al resto de la molécula
por un enlace sencillo. Los cicloalquilos representativos incluyen, pero sin limitacion, cicloalquilos que tienen de tres
a quince 4tomos de carbono y de tres a ocho atomos de carbono. Los radicales ciclcoalquilo monociclicos incluyen,
por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo. Los radicales policiclicos
incluyen, por ejemplo, adamantilo, norbornilo, decalinilo y 7,7-dimetil-biciclo[2.2.1]heptanilo. A menos que se indique
otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo cicloalquilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Cicloalquilalquilo" se refiere a un radical de formula -Ry,R4, donde R, es una cadena de alquileno como se define
anteriormente y Rq es un radical cicloalquilo como se define anteriormente. A menos que se indique otra cosa
especificamente en la memoria descriptiva, un grupo cicloalquilalquilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Cicloalquilcarbonilo" se refiere a un radical de férmula -C(=0O)Rgy, donde Ry es un radical cicloalquilo como se define
anteriormente. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo
cicloalquilcarbonilo puede estar opcionalmente sustituido.

Cicloalquiloxicarbonilo" se refiere a un radical de formula -C(=O)OR4, donde Ry es un radical cicloalquilo como se
define anteriormente. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo
cicloalquiloxicarbonilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Condensado" se refiere a cualquier estructura ciclica descrita en el presente documento condensada a una
estructura ciclica existente. Cuando el anillo condensado es un anillo heterociclilo o un anillo heteroarilo, cualquier
atomo de carbono en la estructura ciclica existente que se vuelve parte del anillo heterociclilo condensado o el anillo
heteroarilo condensado puede remplazarse por un atomo de nitrégeno.

"Guanidinilalquilo" se refiere un radical de férmula -R,-NHC(=NH)NH;, donde R, es un radical alquileno como se
define anteriormente. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo
guanidinilalquilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Guanidinilalquilcarbonilo" se refiere a un radical de férmula -C(=O)Rp,-NHC(=NH)NH,, donde Ry es un radical
alquileno como se define anteriormente. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria
descriptiva, un grupo guanidinilalquilcarbonilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a
continuacion.

"Halo" o "halégeno"” se refiere a bromo, cloro, fllor o yodo.
"Haloalquilo" se refiere a un radical alquilo, como se define anteriormente, que esta sustituido con uno o mas
radicales halo, como se define anteriormente, por ejemplo, trifluorometilo, difluorometilo, fluorometilo, triclorometilo,

2,2 2-trifluoroetilo, 1,2-difluoroetilo, 3-bromo-2-fluoropropilo, 1,2-dibromoetilo y similares. A menos que se indique
otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo haloalquilo puede estar opcionalmente sustituido.
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"Perhalo" o "perfluoro” se refiere a un resto en que cada atomo de hidrogeno se ha remplazado por un atomo de
halégeno o atomo de fluor, respectivamente.

"Heterociclilo" o "anillo heterociclico" se refiere a un radical ciclico no aromatico estable de 3 a 24 miembros que
comprende de 2 a 23 atomos de carbono y de uno a ocho heterodtomos seleccionados del grupo que consiste en
nitrégeno, oxigeno, fésforo y azufre. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva,
el radical heterociclilo puede ser un sistema ciclico monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico, que puede incluir
sistemas ciclicos condensados o unidos por puentes; y los atomos de nitrégeno, carbono o azufre en el radical
heterociclilo pueden estar opcionalmente oxidados; el atomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado;
y el radical heterociclilo puede estar parcial o totalmente saturado. Los ejemplos de tales radicales heterociclilo
incluyen, pero sin limitaciéon, dioxolanilo, tienil[1,3]ditianilo, decahidroisoquinolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo,
isotiazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, octahidroindolilo, octahidroisoindolilo, 2-oxopiperazinilo, 2-oxopiperidinilo,
2-oxopirrolidinilo, oxazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, pirazolidinilo, quinuclidinilo,
tiazolidinilo, tetrahidrofurilo, tritianilo, tetrahidropiranilo, tiomorfolinilo, tiamorfolinilo, 1-oxo-tiomorfolinilo, 1,1-dioxo-
tiomorfolinilo, 12-corona-4, 15-corona-5, 18-corona-6, 21-corona-7, aza-18-corona-6, diaza-18-corona-6, aza-21-
corona-7 y diaza-21-corona-7. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un
grupo heterociclilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Heteroarilo" se refiere a un radical de sistema ciclico de 5 a 14 que comprende atomos de hidrégeno, de uno a trece
atomos de carbono, de uno a seis heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno,
fésforo y azufre, y al menos un anillo aromatico. Para los fines de la presente invencion, el radical heteroarilo puede
ser un sistema ciclico monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico, que puede incluir sistemas ciclicos condensados
0 unidos por puentes; y los atomos de nitrdgeno, carbono o azufre en el radical heteroarilo pueden estar
opcionalmente oxidados; el atomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado. Los ejemplos incluyen,
pero sin limitacion, azepinilo, acridinilo, benzoimidazolilo, benzotiazolilo, benzindolilo, benzodioxolilo, benzofuranilo,
benzooxazolilo, benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, benzo[b][1,4]dioxepinilo, 1,4-benzodioxanilo, benzonaftofuranilo,
benzoxazolilo, benzodioxolilo, benzodioxinilo, benzopiranilo, benzopiranonilo, benzofuranilo, benzofuranonilo,
benzotienilo (benzotiofenilo), benzotriazolilo, benzo[4,6]imidazo[1,2-a]piridinilo, carbazolilo, cinolinilo, dibenzofuranilo,
dibenzotiofenilo, furanilo, furanonilo, isotiazolilo, imidazolilo, indazolilo, indolilo, indazolilo, isoindolilo, indolinilo,
isoindolinilo, isoquinolilo, indolizinilo, isoxazolilo, naftiridinilo, oxadiazolilo, 2-oxoazepinilo, oxazolilo, oxiranilo, 1-
oxidopiridinilo, 1-oxidopirimidinilo, 1-oxidopirazinilo, 1-oxidopiridazinilo, 1-fenil-1H-pirrolilo, fenazinilo, fenotiazinilo,
fenoxazinilo, ftalazinilo, pteridinilo, purinilo, pirrolilo, pirazolilo, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo,
quinazolinilo, quinoxalinilo, quinolinilo, quinuclidinilo, isoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo, tiazolilo, tiadiazolilo,
triazolilo, tetrazolilo, triazinilo y tiofenilo (es decir, tienilo). A menos que se indique otra cosa especificamente en la
memoria descriptiva, un grupo heteroarilo puede estar opcionalmente sustituido.

Todos los grupos anteriores pueden estar sustituidos o sin sustituir. El término "sustituido", como se usa en el
presente documento, significa que cualquiera de los grupos anteriores (es decir, alquilo, alquileno, alcoxi,
alcoxialquilo, alquilcarbonilo, alquiloxicarbonilo, alquilamino, amidilo, amidinilalquilo, amidinilalquilcarbonilo,
aminoalquilo, arilo, aralquilo, arilcarbonilo, ariloxicarbonilo, aralquilcarbonilo, aralquiloxicarbonilo, ariloxi, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo, cicloalquilcarbonilo, cicloalquilalquilcarbonilo, cicloalquiloxicarbonilo, guanidinilalquilo,
guanidinilalquilcarbonilo, haloalquilo, heterociclilo y/o heteroarilo), puede estar funcionalizado adicionalmente, en el
que al menos un atomo de hidrogeno esta remplazado por un enlace a un sustituyente de atomo que no es de
hidrégeno. A menos que se indique especificamente en la memoria descriptiva, un grupo sustituido puede incluir uno
0o mas sustituyentes seleccionados de: oxo, -CO.H, nitrilo, nitro, hidroxilo, tiooxi, alquilo, alquileno, alcoxi,
alcoxialquilo, alquilcarbonilo, alquiloxicarbonilo, arilo, aralquilo, arilcarbonilo, ariloxicarbonilo, aralquilcarbonilo,
aralquiloxicarbonilo,  ariloxi,  cicloalquilo, cicloalquilalquilo, cicloalquilcarbonilo, cicloalquilalquilcarbonilo,
cicloalquiloxicarbonilo, heterociclilo, heteroarilo, dialquilaminas, arilaminas, alquilarilaminas, diarilaminas, N-6xidos,
imidas y enaminas; un atomo de silicio en grupos tales como grupos trialquilsililo, grupos dialquilarilsililo, grupos
alquildiarilsililo, grupos triarilsililo, perfluoroalquilo o perfluoroalcoxi, por ejemplo, trifluorometilo o trifluorometoxi.
"Sustituido" también significa cualquiera de los grupos anteriores en que uno o mas atomos de hidrégeno estan
remplazados por un enlace de orden superior (por ejemplo, un doble o triple enlace) a un heteroatomo tal como
oxigeno en grupos oxo, carbonilo, carboxilo y éster; y nitrégeno en grupos tales como iminas, oximas, hidrazonas y
nitrilos. Por ejemplo, "sustituido" incluye cualquiera de los grupos anteriores en que uno o mas atomos de hidrégeno
estan remplazados con -NR4C(=O)NRgRh, -NR4C(=0)OR;, -NRgSO2Rp, -OC(=0)NRgR:, -ORg, -SRg, -SORy, -SO2R,
-OS0O2Rg, -SO20Rg, =NSO2Ry, y -SO2NRgRh. "Sustituido” también se refiere a cualquiera de los grupos anteriores en
que uno o mas atomos de hidrégeno estan remplazados por -C(=0O)Ry, -C(=0)ORy, -CH2SO2Rg, -CH2SO2NRgRy, -
SH, -SRg o -SSRy. En lo anterior, Rg y Rn son iguales o diferentes y son independientemente hidrégeno, alquilo,
alcoxi, alquilamino, tioalquilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, haloalquilo, heterociclilo, N-heterociclilo,
heterociclilalquilo, heteroarilo, N-heteroarilo y/o heteroarilalquilo. Ademas, cada uno de los sustituyentes anteriores
también puede estar sustituido opcionalmente con uno o mas de los sustituyentes anteriores. Ademas, cualquiera de
los grupos anteriores puede estar sustituido para que incluya uno o mas atomos de oxigeno o azufre internos. Por
ejemplo, un grupo alquilo puede estar sustituido con uno o mas atomos de oxigeno internos para formar un grupo
éter o poliéter. De manera similar, un grupo alquilo puede estar sustituido con uno o mas atomos de azufre internos
para formar un tioéter, disulfuro, etc. Los restos amidilo pueden estar sustituidos con hasta 2 atomos de halégeno,
mientras que otros grupos anteriores pueden estar sustituidos con uno o mas atomos de halégeno. Con la excepcion
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de los grupos alquilo, todos los demas grupos también pueden estar sustituidos con amino o monoalquilamino. Con
la excepcidn de los grupos alquilo y alquilcarbonilo, todos los demas grupos también pueden estar sustituidos con
guanidinilo o amidinilo. Los sustituyentes opcionales para cualquiera de los grupos anteriores también incluyen
arilfosforilo, por ejemplo -R;P(Ar)s, en el que Ra es un alquileno y Ar es un resto arilo, por ejemplo, fenilo.

"Alquilo inferior" se refiere a un radical alquilo de uno a seis atomos de carbono, que se ilustran por metilo, etilo, n-
butilo, i-butilo, t-butilo, isoamilo, n-pentilo e isopentilo. En determinadas realizaciones, un grupo "alquilo inferior" tiene
de uno a cuatro atomos de carbono. En otras realizaciones, un grupo "alquilo inferior" tiene de uno a dos atomos de
carbono; es decir, metilo o etilo. De forma analoga, "alquenilo inferior" se refiere a un radical alquenilo de dos a seis,
preferentemente tres o cuatro, atomos de carbono, como se ilustra por alilo y butenilo.

Un sustituyente "no interferente” es uno que no afecta de forma adversa a la capacidad de un oligdmero de
antisentido, como se describe en el presente documento, de unirse a su diana pretendida. Dichos sustituyentes
incluyen grupos pequefios y/o relativamente no polares tales como metilo, etilo, metoxi, etoxi o fluoro.

Direccion a LMNA
Los ejemplos incluyen oligonucledétidos de antisentido dirigidos a las SEQ ID NO: 1 y/o 2, tratadas a continuacion.

Determinados oligonucleétidos de antisentido pueden comprender una secuencia de direccidon que es
complementaria a una o mas bases del exén 11 en el gen de LMNA humana, incluyendo la secuencia de tipo
silvestre (SEQ ID NO: 1) y/o la secuencia encontrada en pacientes con HGPS, como se muestra en la SEQ ID NO:
2. Estas secuencias diana se muestran en la tabla 1 a continuacion:

Tabla 1. Secuencias diana de LMNA ejemplares
NOMBRE SECUENCIA SEQ ID NO:
1

LMNAexén 11 | GGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGA
GTACAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGTGCGGGA
CCTGCGGGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGC
GGCTCAGGAGCCCAGGTGGGCGGACCCATCTCCTC
TGGCTCTTCTGCCTCCAGTGTCACGGTCACTCGCA
GCTACCGCAGTGTGGGGGGCAGTGGGGGTGGCAGC
TTCGGGGACAATCTGGTCACCCGCTCCTACCTCCT

GGGCAACTCCAGCCCCCGAACCCAG

HGPSexon 11 | GGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGA
GTACAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGTGCGGGA
CCTGCGGGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGC
GGCTCAGGAGCCCAGGTGGGTGGACCCATCTCCTC
TGGCTCTTCTGCCTCCAGTGTCACGGTCACTCGCA
GCTACCGCAGTGTGGGGGGCAGTGGGGGTGGCAGC
TTCGGGGACAATCTGGTCACCCGCTCCTACCTCCT
GGGCAACTCCAGCCCCCGAACCCAG

Los ejemplos incluyen oligonucleétidos de antisentido que son completamente complementarios al exén 11 de
LMNA (SEQ ID NO: 1 o 2), incluyendo aquellos que también son complementarios al sitio de corte y empalme
criptico del exén 11 de LMNA subrayado en la SEQ ID NO: 1 y 2 en la tabla 1 (por ejemplo, CAGGTGGGC/T).
Determinados oligonucleétidos de antisentido pueden comprender una secuencia de direccion donde la base mas 3'
es complementaria a una base en el exén 11 de LMNA que esta 1, 2, 3,4, 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 o 30 bases en direccidon 3' del sitio de corte y empalme criptico
subrayado en la SEQ ID NO: 1 o 2 (véase la tabla 1), o que es complementaria a una base en el exén 11 de LMNA
que esta 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 0 40 en direccion 5' del sitio de corte y empalme criptico. Los oligonucleétidos ejemplares de este tipo estan
entre los enumerados a continuacion como las SEQ ID NO: 3-16. Determinados oligonucleétidos de antisentido
pueden comprender una secuencia de direccion donde la base mas 3' es complementaria a una base en el intréon 10
de LMNA queesta 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 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 o0 60
bases en direccion 5' del exén 11 de LMNA en la SEQ ID NO:1 o 2 (véase la tabla 1). Determinados
oligonucledtidos de antisentido pueden comprender una secuencia de direcciébn donde la base mas 3' es
complementaria a una base en el exén 10 de LMNA que esta 1, 2, 3,4, 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 o 30 bases en direccidon 5' del intron 10 de LMNA. Determinadas
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realizaciones se refieren al uso de una combinacion de estos agentes de antisentido. Las realizaciones especificas
incluyen oligonucledtidos de antisentido que comprende todo o una parte (por ejemplo, 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 o0 40 bases) de la SEQ ID NO: 1
ylo 2.

Los oligonucledtidos de antisentido también puede dirigirse contra, o ser complementarios a, una diversidad de
regiones en un ARNm de LMNA preprocesado, tal como un exén, un intrén, una unién de exén-intrén o una unién de
corte y empalme. Por ejemplo, determinados oligonucleotidos de antisentido pueden comprender una secuencia de
direccidon que es complementaria a una regioén (secuencia diana) que solapa con la unién de corte y empalme de un
sitio donador de corte y empalme (SD) o un sitio aceptador de corte y empalme (SA) de los exones 10 y 11 del
preARNm de LMNA, y es complementaria a una parte de una regién exonica (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos) y una parte de una region intronica (por
ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos) del ARNm preprocesado.
Las secuencias de direccion ejemplares de los tipos anteriores se enumeran a continuacion con las SEQ ID NO: 17-
34.

Las secuencias de direccion de antisentido seleccionadas pueden hacerse mas cortas, por ejemplo, de
aproximadamente 12 bases, o mas largas, por ejemplo, de aproximadamente 40 bases, e incluyen una pequefia
cantidad de emparejamientos incorrectos, siempre que la secuencia sea suficientemente complementaria para lograr
el corte y empalme, y/u otra forma de inhibicién tras la hibridacion con la diana y forma, con el ARN diana, un
heteroduplex que tiene una Tm de 45 °C o mayor.

En determinadas realizaciones, el grado de complementariedad entre la diana y la secuencia de direccion de
antisentido es suficiente para formar un duplex estable. La region de complementariedad de los oligémeros de
antisentido con la secuencia de ARN diana puede ser tan corta como de 8-11 bases, pero es preferentemente de 12-
15 bases o mas, por ejemplo, de 12-20 bases, de 12-25 o de 15-25 bases, incluyendo todos los numeros enteros e
intervalos entre estos intervalos. Un oligdbmero de antisentido de aproximadamente 14-15 bases en general es
suficientemente largo para que tenga una secuencia complementaria Unica en el ARNm diana. En determinadas
realizaciones, puede requerirse una longitud minima de complementariedad para conseguir la Tm de union
necesaria, como se analiza a continuacion.

En determinadas realizaciones, pueden ser adecuados oligdmeros tan largos como de 40 bases, donde al menos
una cantidad minima de bases, por ejemplo, 10-12 bases, son complementarias a la secuencia diana. En general,
sin embargo, la captacion facilitada o activa en las células se optimiza a longitudes de oligdbmero menores de
aproximadamente 30. Para oligdémeros PMO, descritos adicionalmente a continuacion, se produce un equilibrio
optimo de estabilidad de unién y captaciéon en general a longitudes de 18-30 bases. Se incluyen oligdmeros de
antisentido (por ejemplo, APN, ANB, 2'-OMe, MOE, PMO) que consisten en aproximadamente 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 o 40 bases, en que al
menos aproximadamente 6, 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 o 40 bases contiguas y/o no contiguas son complementarias a una secuencia diana
descrita en el presente documento, incluyendo las secuencias diana de las SEQ ID NO: 1 y/o 2, o variantes de las
mismas.

En determinadas realizaciones, los oligémeros de antisentido pueden ser un 100 % complementarias a la secuencia
diana de acido nucleico de preARNm de LMNA, o pueden incluir emparejamientos incorrectos, por ejemplo, para
satisfacer las variantes, siembre que un heteroduplex formado entre el oligdmero y la secuencia diana sea
suficientemente estable para soportar la acciéon de las nucleasas celulares y otros modos de degradacion o
desplazamiento que puedan producirse in vivo. Las estructuras de oligdmero que son menos susceptibles a escision
por las nucleasas se analizan a continuaciéon. Los emparejamientos incorrectos, si estuvieran presentes, son menos
desestabilizantes hacia las regiones finales del duplex hibrido que en el centro. La cantidad de emparejamientos
incorrectos permitidos dependera de la longitud del oligémero, el porcentaje de pares de bases G:C en el duplex y la
posicion del emparejamiento o emparejamientos incorrectos en el duplex, de acuerdo con principios bien
comprendidos de la estabilidad del duplex. Aunque dicho oligémero de antisentido no es necesariamente un 100 %
complementario a la secuencia diana, es eficaz para unirse de forma estable y especifica a la secuencia diana, de
modo que una actividad biolégica de la diana de &cido nucleico, por ejemplo, la expresién de la proteina o proteinas
progerina, se modula.

La estabilidad del duplex formado entre un oligdmero y una secuencia diana es una funcion de la Tm de unién y la
susceptibilidad del duplex a escision enzimatica celular. La Tm de un compuesto de antisentido con respecto al ARN
de secuencia complementaria puede medirse por métodos convencionales, tales como los descritos por Hames et
al., Nucleic Acid Hybridization, IRL Press, 1985, pag. 107-108 o como se describe en Miyada C.G. y Wallace R.B.,
1987, Oligonucleotide hybridization techniques, Methods Enzymol. vol. 154 pag. 94-107. En determinadas
realizaciones, el oligbmero de antisentido puede tener una Tm de unién, con respecto a un ARN de secuencia
complementaria, mayor que la temperatura corporal y preferentemente mayor de 50 °C. Se prefieren Tm en el
intervalo de 60-80 °C o mayores. De acuerdo con principios bien conocidos, la Tm de un compuesto oligomérico,
con respecto a un hibrido de ARN de bases complementarias, puede aumentarse aumentando la relaciéon de bases
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emparejadas C:G en el duplex y/o aumentando la longitud (en pares de bases) del heteroduplex. Al mismo tiempo,
con el fin de optimizar la captacion celular, puede ser ventajoso limitar el tamafo del oligémero. Por este motivo, los
compuestos que muestra una elevada Tm (50 °C o mayor) a una longitud de 25 bases o menos son en general
preferentes sobre los que requieren mas de 25 bases para valores de Tm elevados.

En determinadas realizaciones, tales como oligdmeros PMO, la actividad antisentido de un oligdmero puede
potenciarse usando una mezcla de uniones fosforodiamidato no cargadas y catidnicas, como se ilustra en la figura
1C. La cantidad total de uniones catiodnicas en el oligdmero puede variar de 1 a 10 (incluyendo todos los numeros
enteros entremedias), y pueden estar intercaladas a lo largo de todo el oligémero. Preferentemente, la cantidad de
uniones cargadas es de al menos 2 y no mas de la mitad de las uniones totales de la estructura, por ejemplo, entre
2,3,4,5,6, 7 u 8 uniones cargadas positivamente y preferentemente cada unién cargada esta separada a lo largo
de la estructura por al menos 1, 2, 3, 4 o 5 uniones no cargadas. Una unién catidnica preferente de la invencion
incluye la unién apn B10 como se muestra en la tabla 3.

Las secuencias de antisentido ejemplares para dirigirlas al preARNm de LMNA humana se muestran en la tabla 1 a
continuacién. Los oligonucleétidos de antisentido pueden comprender la totalidad o una parte de estas secuencias
de direccion.

Tabla 2. Secuencias de direccion a HGPS ejemplares*

Nombre de PMO Secuencia de direccion 5' - 3' SEQ ID NO:
Ex011.25.133 CCGCTGGCAGATGCCTTGTCGGCAG 3
Ex011.25.138 CTGAGCCGCTGGCAGATGCCTTGTC 4
Ex011.25.142 GCTCCTGAGCCGCTGGCAGATGCCT 5*
Ex011.25.145 TGGGCTCCTGAGCCGCTGGCAGATG 6
Ex011.25.149 CACCTGGGCTCCTGAGCCGCTGGCA 7
Ex011.25.154 CCACCCACCTGGGCTCCTGAGCCGC 8
Ex011.25.158 GGGTCCACCCACCTGGGCTCCTGAG 9
Ex011.25.162 AGATGGGTCCACCCACCTGGGCTCC 10*
Ex011.25.166 GAGGAGATGGGTCCACCCACCTGGG 1*
Ex011.25.170 GCCAGAGGAGATGGGTCCACCCACC 12
Ex011.25.174 AAGAGCCAGAGGAGATGGGTCCACC 13*
Ex011.25.177 CAGAAGAGCCAGAGGAGATGGGTCC 14
Ex011.25.181 GAGGCAGAAGAGCCAGAGGAGATGG 15
Ex011.25.185 ACTGGAGGCAGAAGAGCCAGAGGAG 16
Ex010SD.25.69 ACGTGGTGGTGATGGAGCAGGTCAT 17
Ex010SD.25.73 ACTCACGTGGTGGTGATGGAGCAGG 18
Ex010SD.25.79 GCTACCACTCACGTGGTGGTGATGG 19
Ex010SD.25.84 CGGCGGCTACCACTCACGTGGTGGT 20
Ex010SD.25.87 CAGCGGCGGCTACCACTCACGTGGT 21
Ex010SD.25.90 CCTCAGCGGCGGCTACCACTCACGT 22
Ex010SD.25.92 GGCCTCAGCGGCGGCTACCACTCAC 23
Ex010SD.25.96 GCTCGGCCTCAGCGGCGGCTACCAC 24
Exo11SA.25.779 CGAGTCTGGGACTGACCACTCAGGC 25
Exo11SA.25.796 AGGCTCAGGCGGGACGGCGAGTCTG 26
Exo11SA.25.801 AGACAAGGCTCAGGCGGGACGGCGA 27
Exo11SA.25.805 AGGGAGACAAGGCTCAGGCGGGACG 28
Exo11SA.25.809 GGGAAGGGAGACAAGGCTCAGGCGG 29
Exo11SA.25.814 GCCCTGGGAAGGGAGACAAGGCTCA 30
Exo11SA.25.820 GTGGGAGCCCTGGGAAGGGAGACAA 31
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Nombre de PMO Secuencia de direccion 5' - 3' SEQ ID NO:
Exo11SA.25.828 CTGCTGCAGTGGGAGCCCTGGGAAG 32
Ex011SA.25.830 AGCTGCTGCAGTGGGAGCCCTGGGA 33
Ex011SA.25.836 CCCCCGAGCTGCTGCAGTGGGAGCC 34

HsEx10 GCTACCACTCACGTGGTGGTGATGG-AcR,G 35

HsEx11 GGGTCCACCCACCTGGGCTCCTGAG-ACR,G 36

HsEx10-apn GCaPnTACCACaPNTCACGaTGG TGGaPNTGATGG 37

HsEx11-apn GGGaP"TCCACCCACC2P"TGGGCaPNTCCaPNTGAG 38

* cubierto por las reivindicaciones

** AcRsG se refiere a un transportador peptidico de penetracion celular preferente (Re acilado; SEQ ID NO: 45)
conjugado con un conector de glicina al extremo 3' de una secuencia de direccion ejemplar. La ®"'T en las SEQ
ID NO: 19 y 20 se refiere a una unién entre subunidades apn como se describe adicionalmente a continuacion
en la tabla 3, union B10.

Compuestos oligonucleotidicos de antisentido

Los oligonucledtidos de antisentido de la presente invencion normalmente (a) tienen la capacidad de captarse
activamente por células de mamifero, y (b) una vez captados, forman un duplex con el ARN diana con una Tm
mayor de aproximadamente 45 °C. En determinadas realizaciones, la estructura del oligdbmero puede estar
sustancialmente no cargada y, preferentemente, puede reconocerse como un sustrato para transporte activo o
facilitado a través de la membrana celular. La capacidad del oligdmero de formar un duplex estable con el ARN
diana también puede estar relacionada con otras caracteristicas de la estructura del oligomero, incluyendo la
longitud y el grado de complementariedad del oligémero de antisentido con respecto a la diana, la relacién de
emparejamiento de bases G:C a A:T y las posiciones de cualquier base emparejada incorrectamente. La capacidad
del oligdbmero de antisentido de resistir las nucleasas celulares puede promover la supervivencia y finalmente el
suministro del agente al citoplasma celular. Se incluyen oligédmeros de antisentido compuestos de agentes quimicos
basados en PMO, PMO+ (PMOplus), PMO-X, ANB, APN y/o 2'0-Me, descritos en el presente documento. En
general, los agentes quimicos de APN y ANB utilizan oligdmeros de direccién mas cortos debido a su fuerza de
unién a diana relativamente elevada en comparacién con oligémeros PMO y 2'0-Me.

Los acidos peptidonucleicos (APN) son analogos de ADN en que la estructura es estructuralmente homomorfa con
una estructura de desoxirribosa, que consiste en unidades de N-(2-aminoetil) glicina a las que unen bases de
pirimidina o purina. Los APN que contienen bases naturales de pirimidina y purina hibridan con oligonucleétidos
complementarios que cumplen las normas de emparejamiento de bases de Watson-Crick e imitan el ADN en
términos de reconocimiento de pares de bases (Egholm, Buchardt et al. 1993). La estructura de los APN se forma
por enlaces peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster, que los hacen muy adecuados para aplicaciones de
antisentido (véase la estructura a continuacion). La estructura no esta cargada, lo que produce duplex de APN/ADN
o APN/ARN que muestran estabilidad térmica mayor de la normal. Los APN no se reconocen por nucleasas o
proteasas.

Los APN se producen sintéticamente usando cualquier técnica conocida en la técnica. EI APN es un analogo de

ADN en que una estructura de poliamida remplaza el anillo de fosfato y ribosa tradicional de ADN como se muestra
a continuacion.
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A pesar de un cambio estructural radical en la estructura natural del ARN o el ADN, el APN puede unirse de forma
especifica de secuencia en forma de hélice al ADN o el ARN. Las caracteristicas del APN incluyen una alta afinidad
de unién a ADN o ARN complementario, un efecto desestabilizante causado por emparejamiento incorrecto de una
unica base, resistencia a nucleasas y proteasas, hibridacion con ADN o ARN independiente de la concentracion
salina y formacién de hélices triples con ADN de homopurina. Panagene™ ha desarrollado sus monémeros de APN
patentados Bts (Bts; grupo benzotiazol-2-sulfonilo) y un proceso de oligomerizacion patentado. La oligomerizacion
de APN usando mondémeros de APN Bts estda compuesta de ciclos repetitivos de desproteccion, acoplamiento y
recubrimiento. Las patentes de Panagene para esta tecnologia incluyen US 6969766, 7211668, 7022851, 7125994,
7145006 y 7179896. Las patentes de los Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de dichos
compuestos de APN incluyen, pero sin limitacién, las patentes de Estados Unidos n.° 5.539.082; 5.714.331; y
5.719.262. Pueden encontrarse contenidos adicionales de compuestos de APN en Nielsen et al., Science, 1991,
254, 1497.

Los compuestos oligonucleotidicos también pueden contener subunidades de "acido nucleico bloqueado" (ANB). Las
estructuras de ANB son conocidas en la técnica: por ejemplo, Wengel, et al., Chemical Communications (1998) 455;
Tetrahedron (1998) 54, 3607 y Accounts of Chem. Research (1999) 32, 301); Obika, et al., Tetrahedron Letters
(1997) 38, 8735; (1998) 39, 5401 y Bioorganic Medicinal Chemistry (2008)16, 9230. Se ilustran estructuras no
limitantes y ejemplares de ANB a continuacion:

“

Nucleobase Nucleobase
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Nucleobase

5
Nucleobase o 3 LLHH H

Los compuestos de la invencién pueden incorporar uno o mas ANB. Los métodos para la sintesis de subunidades
nucleosidicas individuales de ANB y su incorporacién en oligonucleétidos son conocidos en la técnica: patentes de
Estados Unidos 7.572.582; 7.569.575; 7.084.125; 7.060.809; 7.053.207; 7.034.133; 6.794.499; y 6.670.461. Los
conectores tipicos entre subunidades incluyen restos fosfodiéster y fosforotioato; como alternativa, pueden
emplearse conectores que no contienen fosforo. Una realizacion preferente es un ANB que contiene un compuesto
donde la subunidad de ANB esta separada por una subunidad de ADN (es decir, un nucleétido de desoxirribosa).
Compuestos preferentes adicionales estan compuestos de subunidades alternas de ANB y ADN, donde el conector
entre subunidades es fosforotioato.

Una estructura de oligémero preferente emplea subunidades basadas en morfolino que albergan restos de
emparejamiento de bases, unidos por uniones no cargadas, como se describe anteriormente. Se prefiere
especialmente un oligdmero de morfolino unido por fosforodiamidato (PMO) sustancialmente no cargado. Los
oligonucleétidos de morfolino, incluyendo oligdbmeros de antisentido, se detallan, por ejemplo, en las patentes de
Estados Unidos n.° 5.698.685, 5.217.866, 5.142.047, 5.034.506, 5.166.315, 5.185.444, 5.521.063 y 5.506.337 del
mismo propietario que la presente, y en la solicitud PCT n.° US08/088339.

Determinadas propiedades de las subunidades basadas en morfolino incluyen: la capacidad de unirse en una forma
oligomérica por uniones de estructura no cargas y estables; la capacidad de mantener una base nucleotidica (por
ejemplo, adenina, citosina, guanina o uracilo), de manera que el polimero formado puede hibridar con un acido
nucleico diana de bases complementarias, incluyendo ARN diana, con elevada Tm, incluso con oligdbmeros tan
cortos como de 10-14 bases; la capacidad del oligémero de transportarse activamente en células de mamifero; y la
capacidad del heteroduplex de oligémero:ARN de resistir la degradacion con RNasa.

Las propiedades de las subunidades basadas en morfolino incluyen: 1) la capacidad de unirse en una forma
oligomérica por uniones de estructura no cargadas o cargadas positivamente y estables; 2) la capacidad de
mantener una base nucleotidica (por ejemplo, adenina, citosina, guanina, timidina, uracilo e hipoxantina), de manera
que el polimero formado puede hibridar con un acido nucleico diana de bases complementarias, incluyendo ARN
diana, a valores de Tm por encima de aproximadamente 45 °C en oligonucledtidos relativamente cortos (por
ejemplo, 10-15 bases); 3) la capacidad del oligonucleétido de transportarse de forma activa o pasiva en células de
mamifero; y 4) la capacidad del heteroduplex de oligonucleétido de antisentido:ARN de resistir la degradacion por
RNasa y RNasaH, respectivamente.

Los ejemplos de oligonucleétidos de morfolino que tienen uniones de estructura que contienen fésforo se ilustran en
las figuras 1A-1C. Un oligonucleétidos de morfolino unido por fosforodiamidato preferente se muestra en la figura
1C, que esta modificado, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, para que contenga grupos cargados
positivamente en preferentemente un 10 %-50 % de sus uniones de la estructura. Las estructuras centrales
ejemplares para oligonucleétidos de antisentido de la presente materia reivindicada incluyen los tipos de subunidad
morfolino mostrados en las figuras 1A-1C, cada una unida por una unién de subunidades que contiene fésforo, no
cargada o cargada positivamente. La figura 1D muestra una uniéon que contiene fosforo que forma la estructura de
unidad repetitiva de cinco atomos, donde los anillos de morfolino estan unidos por una unién fosfoamida de 1 atomo.
La figura 1E muestra una unién que produce una estructura de unidad repetitiva de 6 atomos. En esta estructura, el
atomo Y que une el carbono 5 de morfolino al grupo fésforo puede ser azufre, nitrégeno, carbono o,
preferentemente, oxigeno. El resto X colgante del fésforo puede ser fldor, un alquilo o alquilo sustituido, un alcoxi o
alcoxi sustituido, un tioalcoxi o tioalcoxi sustituido, o nitrégeno sin sustituir, monosustituido o disustituido, incluyendo
estructuras ciclicas, tales como morfolinas o piperidinas. Alquilo, alcoxi y tioalcoxi preferentemente incluyen 1-6
atomos de carbono. Los restos Z son azufre u oxigeno, y son preferentemente oxigeno.

Las uniones mostradas en las figuras 1F y 1G estan disefiadas para estructuras de 7 atomos de longitud de unidad.
En la figura 1F, el resto X es como en la figura 1E, y el resto Y puede ser metileno, azufre o, preferentemente,
oxigeno. En la figura 1G, los restos X e Y son como en la figura 1E. Los oligonucleétidos de morfolino
particularmente preferentes incluyen los compuestos de estructuras de subunidad morfolino de la forma mostrada en
la figura 1E, donde X=NHz, N(CHs), o 1-piperazina u otro grupo cargado, Y=0 y Z=0.
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Como se indica anteriormente, el oligonucledtido sustancialmente no cargado puede modificarse, de acuerdo con un
aspecto de la invencion, para que incluya uniones cargadas, por ejemplo, hasta aproximadamente 1 por cada 2-5
uniones no cargadas, tal como aproximadamente 4-5 por cada 10 uniones no cargadas. En determinadas
realizaciones, la mejora 6ptima en la actividad antisentido puede observarse cuando aproximadamente un 25 % de
las uniones de la estructura son catidnicas. En determinadas realizaciones, la potenciacién puede observarse con
una cantidad pequefia, por ejemplo, un 10-20 % de uniones catidnicas, o cuando la cantidad de uniones catidnicas
esta en el intervalo de un 50-80 %, tal como aproximadamente un 60 %. La potenciacion observada con cargas
estructurales catidnicas afiadidas puede, en algunos casos, potenciarse adicionalmente distribuyendo la mayor parte
de las cargas cerca de las uniones de la estructura de la "region central" del oligonucleétido de antisentido, por
ejemplo, en un oligonucledtido de 20 mondmeros con 8 uniones de estructura catidnicas, que tiene al menos un
70 % de estas uniones cargadas ubicadas en las 10 uniones mas centrales.

Los compuestos de antisentido de la invencion pueden prepararse por sintesis en fase sélida por etapas, empleando
métodos detallados en las referencias citadas anteriormente, y a continuacion con respecto a la sintesis de
oligonucledtidos que tienen una mezcla de uniones de estructura no cargadas y catidnicas. En algunos casos, puede
ser deseable afadir agentes quimicos adicionales al compuestos de antisentido, por ejemplo, para potenciar la
farmacocinética o para facilitar la captura o deteccion del compuesto. Dicho resto puede adherirse covalentemente,
normalmente a un extremo del oligémero, de acuerdo con métodos sintéticos convencionales. Por ejemplo, la
adicion de un resto de polietilenglicol u otro polimero hidréfilo, por ejemplo, uno que tiene 10-100 subunidades
monomeéricas, puede ser util para potenciar la solubilidad. Uno o mas grupos cargados, por ejemplo, grupos
cargados anionicos tales como un acido organico, pueden potenciar la captacion celular.

Un resto indicador, tal como fluoresceina o un grupo radiomarcado, puede adherirse con fines de deteccion. Como
alternativa, el marcador indicador adherido al oligdmero puede ser un ligando, tal como un antigeno o biotina, que
puede unirse a un anticuerpo marcado o estreptavidina. En la seleccion de un resto para la adhesién o modificacion
de un compuesto de antisentido, en general es deseable, por supuesto, seleccionar compuestos quimicos de grupos
que son biocompatible y probablemente se toleren por un sujeto sin efectos secundarios indeseables.

Como se indica anteriormente, pueden construirse determinados compuestos de antisentido para que contengan
una cantidad seleccionada de uniones catiénicas intercaladas con uniones no cargadas del tipo descrito
anteriormente. Las uniones entre subunidades, tanto no cargadas como catidnicas, preferentemente son uniones
que contienen fosforo, que tienen la estructura:

donde

W es S u O, y es preferentemente O,

X =NR'R®u OR®,

Y=00NR/,

y cada una de dichas uniones en el oligdmero se selecciona de:

(a) unién no cargada (a), donde cada uno de R' R? R® y R’ se selecciona independientemente de hidrégeno
y alquilo inferior;

(b1) union catiénica (b1), donde X = NR'R?e Y = O, y NR'R? representa un grupo piperazino opcionalmente
sustituido, de modo que R'R? = -CHRCHRN(R®*)(R*)CHRCHR-, donde

cada R es independientemente H o CHs,

R* es H, CHs, o un par de electrones, y

R® se selecciona de H, alquilo inferior, por ejemplo, CHs, C(=NH)NHz, Z-L-NHC(=NH)NH2, vy
[C(O)CHR'NH]wH, donde: Z es C(O) o un enlace directo, L es un conector opcional de hasta 18 atomos de
longitud, preferentemente de hasta 12 atomos y mas preferentemente de hasta 8 atomos de longitud, que
tienen enlaces seleccionados de alquilo, alcoxi y alquilamino, R' es una cadena lateral de un aminoacido de
origen natural o un homalogo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6, preferentemente de 1 a 4;
(b2) unién cationica (b2), donde X = NR'R*e Y = O, R' = H 0 CHs, y R? = LNR®R*R’, donde L, R®, y R* son
como se definen anteriormente, y R®es H, alquilo inferior o (alcoxi)alquilo inferior; y

(b3) unién catiénica (b3), donde Y = NR’ y X = OR®, y R’ = LNR®R*R®, donde L, R®, R* y R® son como se
definen anteriormente, y RéesHo alquilo inferior;
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y al menos una de dichas uniones se selecciona de uniones catidnicas (b1), (b2) y (b3).

En determinadas realizaciones, un oligémero puede incluir al menos dos uniones consecutivas de tipo (a) (es decir,
uniones no cargadas). En realizaciones adicionales, al menos un 5 % de las uniones en el oligémero son uniones
catidnicas (es decir, de tipo (b1), (b2) o (b3)); por ejemplo, de un 10 % a un 60 % y preferentemente un 20-50 % de
las uniones pueden ser uniones cationicas.

En una realizacion, al menos una unién es de tipo (b1), donde, preferentemente, cada R es H, R* es H, CHs, o un
par de electrones, y R® se selecciona de H, alquilo inferior, por ejemplo, CHs, C(=NH)NHa, y C(O)-L-NHC(=NH)NH..
Las dos Ultimas realizaciones de R® proporcionan un resto guanidino, adherido directamente al anillo piperazina o
colgante a un grupo conector L, respectivamente. Para facilitar la sintesis, la variable Z en R® es preferentemente
C(O) (carbonilo), como se muestra.

El grupo conector L, como se indica anteriormente, contiene enlaces en su estructura seleccionados de alquilo (por
ejemplo, -CH>-CHy-), alcoxi (-C-O-) y alquilamino (por ejemplo, -CH>-NH-), con la condicién de que los atomos
terminales en L (por ejemplo, los adyacentes a carbonilo o nitrdgeno) sean atomos de carbono. Aunque las uniones
ramificadas (por ejemplo, -CH2,-CHCH3-) son posibles, el conector preferentemente no estda ramificado. En una
realizacion, el conector es un conector de hidrocarburo. Dicho conector puede tener la estructura -(CHz)»-, donde n
es 1-12, preferentemente 2-8 y mas preferentemente 2-6.

Las subunidades morfolino pueden tener la estructura:

Ty

—_—

(1)

donde Pi es un resto de emparejamiento de bases, y las uniones representadas anteriormente conectan el atomo de
nitrégeno de (i) al carbono 5' de una subunidad adyacente. Los restos de emparejamiento de bases Pi pueden ser
iguales o diferentes, y en general se disefian para proporcionar una secuencia que se una a un acido nucleico diana.
El uso de realizaciones de los tipos de unién (b1), (b2) y (b3) anteriores para unir subunidades morfolino puede
ilustrarse de forma grafica de la siguiente manera:
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Preferentemente, todas las uniones cationicas en el oligdmero son del mismo tipo; es decir, todas de tipo (b1), todas

de tipo (b2) o todas de tipo (b3).

En realizaciones adicionales, las uniones catidnicas se
continuacion, donde (b1") se menciona en el presente
presente documento como unién "GuX":

seleccionan de uniones (b1') y (b1") como se muestra a
documento como unién "Pip" y (b1") se menciona en el

—t o A
| /
W=P—N(R'R? W:IL—N/_ _\NH2+
| | \__/
(a) (b1%)

(b17)

En las estructuras anteriores, W es S u O, y es preferentemente O; cada uno de R y R? se selecciona
independientemente de hidrégeno y alquilo inferior, y es preferentemente metilo; y A representa hidrégeno o un
sustituyente no interferente en uno o mas atomos de carbono en (b1') y (b1"). Preferentemente, los carbonos del
anillo en el anillo de piperazina estan sin sustituir; sin embargo, pueden incluir sustituyentes no interferentes, tales
como metilo o flior. Preferentemente, como mucho uno o dos atomos de carbono estan sustituidos de esta manera.
En realizaciones adicionales, al menos un 10 % de las uniones son de tipo (b1') o (b1"); por ejemplo, un 10 %-60 %
y preferentemente de un 20 % a un 50 %, de las uniones pueden ser de tipo (b1") o (b1").
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En determinadas realizaciones, el oligdmero no contiene uniones del tipo (b1') anterior. Como alternativa, el
oligémero no contiene uniones de tipo (b1), donde cada R es H, R® es H o CHs, y R* es H, CHs, 0 un par de
electrones.

Las subunidades morfolino también pueden unirse por uniones entre subunidades que no estan basadas en fésforo,
como se describe adicionalmente a continuacion, donde al menos una unién esta modificada con un grupo catiénico
colgante como se describe anteriormente.

Podrian usarse otras uniones de analogos oligonucleotidicos que no estan cargados en su estado sin modificar, pero
que podrian albergar también un sustituyente amina colgante. Por ejemplo, podria emplearse un atomo de nitrégeno
5' en un anillo morfolino en una unién sulfamida o una unién urea (donde el fosforo esta remplazado con carbono o
azufre, respectivamente) y modificado de manera analoga al atomo de nitrégeno 5' en la estructura (b3) anterior.

Se proporcionan oligdmeros que tienen incontables uniones catidnicas, incluyendo oligédmeros completamente con
uniones cationicas. Preferentemente, sin embargo, los oligdmeros estan parcialmente cargados, que tienen, por
ejemplo, un 10 %-80 %. En realizaciones preferentes, aproximadamente de un 10 % a un 60 %, y preferentemente
de un 20 % a un 50 % de las uniones son catiénicas.

En una realizacion, las uniones catidnicas estan intercaladas a lo largo de la estructura. Los oligdmeros parcialmente
cargados preferentemente contienen al menos dos uniones no cargadas consecutivas; es decir, el oligédmero
preferentemente no tiene un patron estrictamente alterno a lo largo de su longitud completa.

También se consideran oligdmeros que tienen bloques de uniones catidnicas y bloques de uniones no cargadas; por
ejemplo, un bloque central de uniones no cargadas puede estar flanqueado por bloques de uniones cationicas, o
viceversa. En una realizacion, el oligdmero tiene regiones 5', 3' y centrales de aproximadamente la misma longitud, y
el porcentaje de uniones cationicas en la region central es mayor de aproximadamente un 50 %, preferentemente
mayor de aproximadamente un 70 %.

Los oligdmeros para su uso en aplicaciones antisentido generalmente varian en su longitud de aproximadamente 10
a aproximadamente 40 subunidades, mas preferentemente de aproximadamente 10 a 30 subunidades, y
normalmente de 15-25 bases. Por ejemplo, un oligémero de la invencién que tiene 19-20 subunidades, una longitud
util para un compuesto de antisentido, puede tener de forma ideal de dos a diez, por ejemplo, de cuatro a ocho,
uniones cationicas, y el resto uniones no cargadas. Un oligémero que tiene 14-15 subunidades puede tener de forma
ideal de dos a siete, por ejemplo, 3, 4 0 5, uniones cationicas, y el resto uniones no cargadas.

Cada estructura ciclica de morfolino mantiene un resto de emparejamiento de bases, para formar una secuencia de
restos de emparejamiento de bases que normalmente esta disefiado para hibridar con una diana de antisentido
seleccionada en una célula o en un sujeto que se esta tratando. El resto de emparejamiento de bases puede ser una
purina o pirimidina encontrada en ADN o ARN natural (por ejemplo, A, G, C, T o U) o un analogo, tal como
hipoxantina (el componente de base del nucledsido inosina) o 5-metil citosina.

Como se indica anteriormente, determinadas realizaciones se refieren a oligdémeros que comprenden uniones entre
subunidades novedosas, incluyendo oligémeros PMO-X y aquellos que tienen grupos terminal modificados. En
algunas realizaciones, estos oligdmeros tienen mayor afinidad por ADN y ARN que los oligdmeros no modificados
correspondientes y demuestran mejoras en el suministro celular, la potencia y/o las propiedades de distribucion
tisular en comparacion con oligdmeros que tienen otras uniones entre subunidades. En una realizacion, los
oligbmeros comprenden al menos una unién entre subunidades de tipo (B) como se define en el presente
documento. Los oligébmeros también pueden comprender una o mas uniones entre subunidades de tipo (A) como se
define en el presente documento. Las caracteristicas estructural y propiedades de los diversos tipos de unién y
oligébmeros se describen en mas detalle en el siguiente analisis. La sintesis de estos oligdmeros y oligébmeros
relacionados se describe en la solicitud de Estados Unidos n.° 13/118.298 del mismo propietario que la presente,
que se incorpora por referencia en su totalidad.

Union (A)

Los solicitantes han descubierto que la potenciacién de la actividad antisentido, la biodistribucién y/u otras
propiedades deseables pueden optimizarse preparando oligdmeros que tienen uniones entre subunidades. Por
ejemplo, los oligémeros pueden comprender opcionalmente una o mas uniones entre subunidades de tipo (A), y en
determinadas realizaciones, los oligdbmeros comprenden al menos una unién de tipo (A). En algunas otras
realizaciones, cada unién de tipo (A) tiene la misma estructura. Las uniones de tipo (A) pueden incluir uniones
divulgadas en la patente de Estados Unidos n.° 7.943.762 del mismo propietario que la presente, que se incorpora
en el presente documento por referencia en su totalidad. La unién (A) tiene la siguiente estructura (1), en la que 3'y
5" indican el punto de adhesion a los extremos 3'y 5', respectivamente, del anillo morfolino (es decir, la estructura (i)
analizada a continuacion):
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0 una sal o isdmero de la misma, en la que:

W es, en cada caso, independientemente S u O;
X es, en cada caso, independientemente -N(CHj3)y, - -NR’ R -OR® 0;

RS RS

o

RS

(In)

Y es en cada caso, independientemente O o - -NR?,

R es, en cada caso, independientemente hldrogeno o metilo;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o -LNR R5R

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C;- Ce,

R* es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-Cs, -C(=NH)NH,, -Z-L-NHC(=NH)NH; o -
[C(=O)CHR'NH]nH, donde Z es -C(=0)- o un enlace directo, R' es una cadena lateral de un aminoacido de origen
natural 0 un homologo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o metilo;

R’ es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C+-Cg 0 alcoxialquilo C1-Cs; y

L es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud que comprende grupos alquilo, alcoxi o alquilamino, o
combinaciones de los mismos.

En algunos ejemplos, el oligémero comprende al menos una unién de tipo (A). En algunas otras realizaciones, el
oligémero incluye al menos dos uniones consecutivas de tipo (A). En realizaciones adicionales, al menos un 5 % de
las uniones en el oligdmero son de tipo (A); por ejemplo, en algunas realizaciones, un 5 %-95 %, de un 10 % a un
90 %, de un 10 % a un 50 % o de un 10 % a un 35 % de las uniones pueden ser la unién de tipo (A). En algunas
realizaciones especificas, al menos una unién de tipo (A) es -N(CHs).. En otras realizaciones, cada union de tipo (A)
es -N(CHs),. En otras realizaciones, al menos una unioén de tipo (A) es piperizin-1-ilo, por ejemplo, piperazin-1-ilo sin
sustituir (por ejemplo, A2 o A3). En ofras realizaciones, cada unién de tipo (A) es piperizin-1-ilo, por ejemplo,
piperazin-1-ilo sin sustituir.

En algunas realizaciones, W es, en cada caso, independientemente S u O, y en determinadas realizaciones W es O.

En algunas realizaciones, X es, en cada caso, |ndegendlentemente -N(CHs3)2, -NR 'R?, -OR® En algunas
realizaciones X es -N(CHa),. En otros aspectos X es -NR'R?, y en otros ejemplos X es -OR®.

En algunas realizaciones, R' es, en cada caso, independientemente hidrégeno o metilo. En algunas realizaciones,
R'es hidrégeno. En otras realizaciones X es metilo.

En algunas realizaciones, R? es en cada caso, hidrégeno. En otras realizaciones R? es, en cada caso, -LNR*R°R’.
En algunas reahzamones R® es, en cada caso, |ndependlentemente hidrégeno o alquilo C1 Ces. En otras
realizaciones, R® es metilo. En otras reahzamones mas, R® es etilo. En algunas otras reahzamones R® es n- propilo o
isopropilo. En algunas otras realizaciones, R® es alquilo C4. En otras realizaciones, R® es alquilo Cs. En algunas
realizaciones, R® es alquilo Ce.
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En determinadas realizaciones, R* es, en cada caso, independientemente hidrégeno. En otras realizaciones, R* es
metilo o etilo. En otras reahzamones mas, R* es -C(=NH)NH>, y en otras realizaciones, R* es -Z-L- -NHC(=NH)NH,. En
otras realizaciones adicionales, R* es -[C(=O)CHR'NH]wH. Z es -C(=0)- en una realizacion y Z es un enlace directo
en otra realizacion. R' es una cadena lateral de un aminoacido de origen natural. En algunas realizaciones, R' es un
homadlogo de uno o dos carbonos de una cadena lateral de un aminoacido de origen natural.

m es un numero entero de 1 a 6. m puede ser 1. m puede ser 2. m puede ser 3. m puede ser 4. m puede ser 5. m
puede ser 6.

En algunas reahzamones R® es, en cada caso, mdependlentemente hidrégeno, metilo o un par de electrones En
algunas realizaciones, R® es hidrégeno. En otras realizaciones, R® es metilo. En otras realizaciones mas, R® es un
par de electrones.

En algunas realizaciones, R® es, en cada caso independientemente hidrégeno o metilo. En algunas realizaciones,
R® es hidrégeno. En otras realizaciones, R® es metilo.

En otras realizaciones, R’ es, en cada caso, independientemente hldrogeno alquilo C+-Cs 0 alcoxialquilo C,-Ce. En
algunas realizaciones, R7 es hidrégeno. En otras reahzamones R es alquilo C4-Cs. En ofras reallzamones mas, R’
es alcoxialquilo Cy- Cs En algunas realizaciones, R’ es metilo. En otras reahzamones R’ es etilo. En otras
realizaciones mas R’ es n- propilo o isopropilo. En algunas otras realizaciones, R’ es alquilo C4. En algunas
realizaciones, R’ es alquilo Cs. En algunas reallzacmnes R’ es alquilo Cs. En otras realizaciones mas, R es
alcoxialquilo C,. En algunas otras reahzamones R’ es alcoxialquilo Cs;. En otras reahzamones mas, R’ es
alcoxialquilo C4. En algunas realizaciones, R es alcoxialquilo Cs. En otras realizaciones, R” es alcoxialquilo Ce.

El grupo conector L, como se indica anteriormente, contiene enlaces en su estructura seleccionados de alquilo (por
ejemplo, -CH2-CH2-), alcoxi (por ejemplo, -C-O-C-) y alquilamino (por ejemplo, -CH2-NH-), con la condiciéon de que
los atomos terminales en L (por ejemplo, los adyacentes a carbonilo o nitrégeno) sean atomos de carbono. Aunque
son posibles uniones ramificadas (por ejemplo, -CH2-CHCH3-), el conector generalmente no esta ramificado. En una
realizacion, el conector es un conector de hidrocarburo. Dicho conector puede tener la estructura (CH2),-, donde n
es 1-12, preferentemente 2-8 y mas preferentemente 2-6.

Se proporcionan oligdmeros que tienen incontables uniones de tipo (A). En algunas realizaciones, el oligdmero no
contiene uniones de tipo (A). En determinadas realizaciones, un 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 por ciento de
las uniones son la uniodn (A). En realizaciones seleccionadas, de un 10 a un 80, de un 20 a un 80, de un 20 a un 60,
de un 20 a un 50, de un 20 a un 40 o de un 20 a un 35 por ciento de las uniones son la union (A).

Union (B)

En algunas realizaciones, los oligdmeros comprenden al menos una unién de tipo (B). Por ejemplo, los oligémeros
pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas uniones de tipo (B). Las uniones de tipo (B) pueden estar adyacentes o
pueden estar intercaladas por todo el oligémero. La union de tipo (B) tiene la siguiente estructura (1):

o una sal o isémero de la misma, en la que:

W es, en cada caso, independientemente S u O;

X es, en cada caso, independientemente -NR°R? u -OR?; e

Y es en cada caso, independientemente O o - NR10

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C+-Cg;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C2-Ciy;

R es en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C1-Cy2, aralquno C1 C12 o arilo;

R'"es, en cada caso independientemente hidrégeno, alquilo C1-Cq2 0 - -LNR*R°R’;

en el que R® y R® pueden unirse para formar un heterociclo mono- o biciclico de 5-18 miembros o R®, R? o R®
pueden unirse con R para formar un heterociclo de 5-7 miembros, y en el que, cuando X es 4-piparazino, X
tiene la siguiente estructura (lll):
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R12
SWAR
N N—%—
\_|_/
R12
(111)

en la que:

R es, en cada caso, independientemente alquilo C»-C+2, aminoalquilo C4-C42, alquilcarbonilo C4-C4z, arilo,
heteroarilo o heterociclilo;

R es en cada caso, independientemente un par de electrones, hidrégeno o alquilo C4-C12; ¥

R'2 es, en cada caso, independientemente, hidrogeno, alquilo C4-C12, aminoalquilo C4-C12, -NHy, -NR”’R14
NR13R14R15 alquilcarbonilo  C4-C42, oxo, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo,
amidinilalquilcarbonil guanldlnllo guanidinilalquilo, guanldlnllalquncarbonllo colato, desoxicolato, arilo,
heteroarilo, heterociclo, -SR" o alcoxi C1-C12, en la que R"™ R™ y R" son, en cada caso, independientemente
alquilo C4-Cya.

En algunos ejemplos, el oligémero comprende una unién de tipo (B). En algunas otras realizaciones, el oligdémero
comprende dos uniones de tipo (B). En algunas otras realizaciones, el oligdémero comprende tres uniones de tipo (B).
En algunas otras realizaciones, el oligdmero comprende cuatro uniones de tipo (B). En otras realizaciones
adicionales, las uniones de tipo (B) son consecutivas (es decir, las uniones de tipo (B) estan adyacentes entre si). En
otras realizaciones, al menos un 5 % de las uniones en el oligbmero son de tipo (B); por ejemplo, en algunas
realizaciones, un 5 %-95 %, de un 10 % a un 90 %, de un 10 % a un 50 % o de un 10 % a un 35 % de las uniones
pueden ser la unién de tipo (B).

En otras realizaciones, R® es, en cada caso, |ndepend|entemente hidrégeno o alquilo C¢-Cs. En otras reahzamones
mas, R® puede ser metilo. En algunas realizaciones, R puede ser etilo. En algunas otras realizaciones, R puede ser
n-propilo o isopropilo. En otras reahzamones mas, R® puede ser alquilo C4. En algunas realizaciones, R® puede ser
alquilo Cs. En algunas realizaciones, R® puede ser alquilo Ce.

En algunas reahzamones R® es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C,-C12. En algunas
realizaciones, R® es hidrégeno. En otras reahzamones mas, R® es etilo. En algunas otras reahzamones R® es n-
propilo o |soprop|Io En algunas realizaciones, R®es alquilo C4 En otras realizaciones mas, R® es alquilo 05 En otras
realizaciones, R® es alquilo Cs. En algunas realizaciones, R® es alquilo C7. En otras realizaciones mas, R® es alquilo
Cs. En otras reahzamones R® es alquilo Co. En otras reahzamones mas, R® es alquilo C1o. En algunas otras
realizaciones, R® es alquilo C11. En otras realizaciones mas, R® es alquilo C12. En algunas otras realizaciones, R® es
alquilo C»-Cq2 y el alquilo C2-C42 incluye uno o mas dobles enlaces (por ejemplo, alqueno), triples enlaces (por
ejemplo, alquino) o ambos. En algunas realizaciones, R®es alquilo C2-C+2 sin sustituir.

En algunas realizaciones, RY es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquno C4-C12, aralquilo C1-Cq2 0
arilo. En algunas realizaciones, R° es hidrégeno. En otras realizaciones mas, R’ es alquilo C4-C+2. En otras
realizaciones, R’ es metilo. En otras reahzamones mas, R? es etilo. En algunas otras reahzamones R® es n- propilo o
isopropilo. En algunas realizaciones, R® es alquilo C4. En algunas realizaciones, R°® es alquilo Cs. En otras
realizaciones mas, R’ es alquilo Ce. En algunas otras realizaciones, R® es alquilo Cy. En algunas realizaciones, R® es
alquilo Cs. En algunas realizaciones, R? es alquilo Co. En algunas otras realizaciones, R® es alquilo C1o. En algunas
otras realizaciones, R® es alquilo C44. En otras realizaciones mas, R%es alquilo Cy».

En algunas otras realizaciones, R® es aralquilo C4-C+2. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R® es bencilo y el
bencilo puede estar opcionalmente sustituido en el anillo fenilo o el carbono bencilico. Los sustituyentes a este
respecto incluyen grupos alquilo y alcoxi, por ejemplo, metilo o metoxi. En algunas reahzamones el grupo bencilo
esta sustituido con metilo en el carbono bencilico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R® tiene la siguiente
estructura (XIV):
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RIS
(XIV)

En otras realizaciones, R® es arilo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R? es fenilo, y el fenilo puede estar
opcionalmente sustituido. Los sustituyentes a este respecto incluyen sustituyentes de grupos alquilo y alcoxi, por
ejemplo, metilo o metoxi. En otras realizaciones, R® es fenilo y el fenilo comprende un resto de éter corona, por
ejemplo, un éter corona de 12-18 miembros. En una realizacion, el éter corona es de 18 miembros y puede
comprender ademas un resto fenilo adicional. Por ejemplo, en una realizacion, R® tiene una de las siguientes

estructuras (XV) o (XVI):
//\O
O
O

0
o)

.ﬁf‘ Q/O\// H‘J\J

(XV) (XVI)

En algunas reallzac;lones R es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-C12 0 -LNR ‘R°R’, en la
que R* R® y R’ son como se deflnen anteriormente con respecto a la union (A). En otras reahzamones R es
hldrogeno En otras realizaciones, R' es alquilo C4-C12, y en ofras realizaciones R' es LNR R R’. En algunas
realizaciones, R"® es metllo En otras realizaciones mas, R™ es etilo. En algunas realizaciones, R'® es alquilo Cs. En
algunas reahzamones R es alquilo C4. En oftras reallzacmnes mas, R es alquilo Cs. En algunas otras
realizaciones, R' es alquilo Cs. En otras realizaciones, R'® es alquilo Cy. En otras realizaciones mas, R'° es alquilo
Cs. En algunas realizaciones, R'® es alquilo Co. En otras realizaciones, R'® es alquilo C1o. En otras realizaciones
mas, R es alquilo C+4. En algunas otras realizaciones, R es alquilo Cya.

En algunas realizaciones, R® y R? se unen para formar un heterociclo mono- o biciclico de 5-18 miembros. En

algunas realizaciones, el heterociclo es un heterociclo monociclico de 5 o 6 miembros. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la union (B) tiene la siguiente estructura (1V):

(IV)

En otras realizaciones, heterociclo es biciclico, por ejemplo, un heterociclo biciclico de 12 miembros. El heterociclo
puede ser piperizinilo. El heterociclo puede ser morfolino. El heterociclo puede ser piperidinilo. El heterociclo puede
ser decahidroisoquinolina. Los heterociclos representativos incluyen los siguientes:
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R12 R12 R12

| | | R¢
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AN / |/ I/

R12 . R12 . R12 : R12 .
(11T V) (V1) (VID)
y
R12
| R12

AN
N_ ]
|J
R12
(VIID)

En algunas realizaciones, R'" es, en cada caso, independientemente alquilo C,-C12, aminoalquilo C4-C+3, arilo,
heteroarilo o heterociclilo.

En algunas realizaciones, R" es alquilo C»-C+2. En algunas realizaciones, R" es etilo. En otras realizaciones, R"'
alquilo Cs. En otras realizaciones mas, R"" es isopropilo. En algunas otras realizaciones, R'' es alquﬂo Cs. En otras
realizaciones, R"" es alquno Cs En algunas realizaciones, R" es alquno Cs. En otras realizaciones, R'" es alquilo C7
En algunas realizaciones, R es alquilo Cg. En otras realizaciones, R"" es alquilo Co. En otras reallzamones mas, R""
es alquilo C+o. En algunas otras realizaciones, R es alquilo C44. En algunas realizaciones, R" es alquilo Cya.

En otras realizaciones R" es aminoalquilo C4-C12. En algunas realizaciones, R" es metilamino. En algunas
realizaciones, R'" es etilamino. En otras reahzaaones R" es aminoalquilo Cs. En otras reallzacwnes mas, R" es
aminoalquilo C4. En algunas otras reahzamones R" es aminoalquilo Cs. En otras reahzamones R" es aminoalquilo
Ces. En otras reahzamones mas, R es aminoalquilo C7. En algunas reahzamones R" es aminoalquilo Cg. En otras
realizaciones, R es aminoalquilo Cg. En oftras reallzamones mas R" es aminoalquilo C4o. En algunas otras
realizaciones, R"" es aminoalquilo C11. En otras realizaciones, R" es aminoalquilo C12.

En otras reahzamones R" es alquilcarbonilo C4-C1,. En otras reallzamones mas, R"" es alquilcarbonilo Cy. En otras
reallzaC|ones R" es alquilcarbonilo C,. En algunas reallzamones R" es alquilcarbonilo Cs. En otras realizaciones
mas, R es alquilcarbonilo C4. En algunas reahzamones R" es alquilcarbonilo Cs. En algunas otras reallzaC|ones
R" es alquilcarbonilo Cs. En otras reahzamones R es alquilcarbonilo C;. En otras realizaciones mas, R
alquilcarbonilo Cs. En algunas realizaciones, R" es alquﬂcarbonllo Co. En ofras realizaciones mas, R'' es
alquilcarbonilo C4o. En algunas otras reallza0|ones R'" es alquilcarbonilo C41. En algunas realizaciones, R" es
alquilcarbonilo C+2. En otras realizaciones mas, R" es -C(=0)(CH2)aCO2H, donde n es de 1 a 6. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, n es 1. En otras realizaciones, n es 2. En otras realizaciones mas, n es 3. En algunas otras
realizaciones, n es 4. En otras realizaciones mas, n es 5. En otras realizaciones, n es 6.

En otras realizaciones, R"" es arilo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R" es fenilo. En algunas realizaciones, el
fenilo esta sustituido, por ejemplo, con un grupo nitro.

En otras realizaciones R" es heteroarilo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R" es piridinilo. En otras
realizaciones, R"" es pirimidinilo.

En otras realizaciones, R'" es heterociclilo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R" es piperidinilo, por ejemplo,
piperidin-4-ilo.

En algunas realizaciones, R" es etilo, isopropilo, piperidinilo, pirimidinilo, colato, desoxicolato o -C(=0O)(CH),COzH,
donde nes de 1 a6.

En algunas realizaciones, R es un par de electrones. En otras realizaciones, R es hidrégeno, y en otras
realizaciones, R es alquilo C1-C12. En algunas realizaciones, R es metilo. En algunas realizaciones, R es etilo. En
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otras realizaciones, R es alquilo Cs. En ofras realizaciones mas, R es isopropilo. En algunas otras realizaciones, R
es alquilo C4. En otras realizaciones mas, R es alquilo Cs. En algunas realizaciones, R es alquilo Cs. En otras
realizaciones, R es alquilo C7. En otras realizaciones mas, R es alquilo Cs. En otras realizaciones, R es alquilo Cg.
En algunas realizaciones, R es alquilo C+o. En otras realizaciones mas, R es alquilo C11. En algunas realizaciones, R
es alquilo Ciz.

En algunas realizaciones, R' es, en cada caso, independientemente, hidrogeno, alquilo C4-C+2, aminoalquilo C4-C12,
-NH,, -NR™R™, NRPRM™R ® oxo, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo, amldlnllalquﬂcarbonll
guanidinilo, guamdlmlalquno guamdlmlalquulcarbonllo colato, desoxicolato, arilo, heteroarilo, heterociclo, -SR™ o
alcoxi C1-C12, en la que R™ R y R' son, en cada caso, independientemente alquilo C1-C12.

En algunas reahzamones R es hidrégeno. En algunas reallza0|ones R' es alquilo C4-Cq2. En algunas
realizaciones, R'? es aminoalquilo Cs- C12 En aI%unas realizaciones, R'? es -NH,. En algunas realizaciones, R es -
NR™R™. En algunas reallzaC|ones R'? es -NR"™R"R". En algunas reallza0|ones R' es alquilcarbonilo Cs- C12 En
algunas realizaciones, R' es oxo. En algunas realizaciones, R'? es -CN. En algunas realizaciones, R es
trifluorometilo. En algunas realizaciones, R'“ es amidilo. En algunas reallzamones R' es amidinilo. En algunas
realizaciones, R es amidinilalquilo. En algunas realizaciones, R"™ es amidinilalquilcarbonilo. En algunas
reahzamones R" es guanidinilo, por ejemplo, monometllguanldlnllo o dimetilguanidinilo. En algunas reallzamones
R es guanidinilalquilo. En algunas reahzamones R es amidinilalquilcarbonilo. En algunas realizaciones, R'? es
colato. En algunas realizaciones, R'? es desoxicolato. En algunas realizaciones, R'? es arilo. En aI unas
reallza0|ones R' es heteroarilo. En algunas realizaciones, R' es heterociclo. En algunas realizaciones, R es -
SR™.En algunas realizaciones, R'? es alcoxi C1-C1z. En algunas realizaciones, R'? es dimetilamina.

En ofras realizaciones, R'? es metilo. En otras realizaciones mas, R'? es etilo. En algunas realizaciones, R'? es
alquilo Cs. En algunas realizaciones, R'? es isopropilo. En algunas realizaciones, R'? es alquilo C4. En otras
realizaciones, R'? es alquilo Cs. En otras reahzamones mas, R'? es alquilo Ce. En algunas otras realizaciones, R'? es
alquilo C7. En algunas realizaciones, R'? es alquilo Cs. En otras realizaciones mas, R'? es alquilo Co. En algunas
realizaciones, R'” es alquilo C1o. En otras realizaciones mas, R es alquilo C+4. En otras realizaciones, R es alquilo
C12. En ofras realizaciones mas, el resto alquilo esta sustituido con uno o mas atomos de oxigeno para formar un
resto éter, por ejemplo, un resto metoximetilo.

En algunas realizaciones, R'? es metilamino. En otras reahzamones R'? es etilamino. En otras realizaciones mas
R' es aminoalquilo Cs. En algunas realizaciones, R es aminoalquilo C4. En otras realizaciones mas, R es
aminoalquilo Cs. En algunas otras reahzamones R' es aminoalquilo Cs. En algunas reahzamones R' es
aminoalquilo C7. En algunas reahzamones R es aminoalquilo Cg. En otras realizaciones mas R es aminoalquilo
Co. En algunas otras reallzaC|ones R es aminoalquilo C+o. En otras realizaciones mas, R es aminoalquilo C11. En
otras realizaciones, R es aminoalquilo C+2. En algunas realizaciones, el aminoalquilo es un dimetilaminoalquilo.

En otras reahzamones mas, R' es acetilo. En algunas otras realizaciones, R es alquilcarbonilo C,. En algunas
realizaciones, R es alquilcarbonilo Cs. En otras realizaciones mas R es alquilcarbonilo C4. En algunas
realizaciones, R es alquilcarbonilo Cs. En otras realizaciones mas R' es alquilcarbonilo Cs. En algunas otras
reahzamones R' es alquilcarbonilo C7. En algunas reahzamones R' es alquilcarbonilo Cs. En otras realizaciones
mas R es alquilcarbonilo Cgy. En algunas otras reahzamones R es alquilcarbonilo C+o. En algunas realizaciones,
R es alquilcarbonilo C44. En otras realizaciones, R es alquilcarbonilo C12. El alquilcarbonilo esta sustituido con un
resto carboxi, por ejemplo, el alquilcarbonilo esta sustituido para formar un resto acido succinico (es decir, un 3-
carboxialquilcarbonilo). En otras realizaciones, el alquilcarbonilo esta sustituido con un grupo -SH terminal.

En algunas realizaciones, R' es amidilo. En algunas realizaciones, el amidilo comprende un resto alquilo que esta
sustituido adicionalmente, por ejemplo, con -SH, carbamato o combinaciones de los mismos. En otras realizaciones,
el amidilo esta sustituido con un resto arilo, por ejemplo, fenilo. En determinadas realizaciones, R" puede tener la
siguiente estructura (IX):

R16
Rib‘/"' O
YN
R16 \=|= AN
R‘IG
(IX)

en la que R'® es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-C+2, alcoxi C1-C12, -CN, arilo o heteroarilo.

En algunas realizaciones, R' es metoxi En otras realizaciones, R'? es etoxi. En otras realizaciones mas, R"
alcoxi Cs. En algunas realizaciones, R' es alcoxi C4. En algunas realizaciones, R' es alcoxi Cs. En algunas otras
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realizaciones, R'? es alcoxi Ce. En otras realizaciones, R' es alcoxi Cy. En algunas otras realizaciones, R'? es alcoxi
Cs. En algunas realizaciones, R'? es alcoxi Co. En otras realizaciones, R'? es alcoxi C1o. En algunas realizaciones,
R' es alcoxi C1+. En otras realizaciones mas, R'? es alcoxi Cs.

En determinadas realizaciones, R' es pirrolidinilo, por ejemplo, plrrolldln 1 ilo. En otras realizaciones, R'?
piperidinilo, por ejemplo, piperidin-1-ilo o piperidin-4-ilo. En otra realizacion, R'? es morfolino, por ejemplo, morfolln-4-
ilo. En otras realizaciones, R'? es fenilo, y en realizaciones incluso adicionales, el fenilo esta sustituido, por ejemplo,
con un grupo nitro. En otras realizaciones adicionales, R es pirimidinilo, por ejemplo, pirimidin-2-ilo.

En otras reallzamones R13, R™ y R' son, en cada caso, |ndepend|entemente alquilo C4-C42. En algunas
reallzaC|ones R™, R" o R es metilo. En otras reallzacmnes mas R , R o R" es etilo. En otras reahzacmnes
R"™ R"o R15 es alqullo Cs;. En otras reallza0|ones mas R ,R™oR"™ es isopropilo. En otras realizaciones, R' R
o] R15 es alquilo C4. En algunas reahzamones R™ R™“oR"es alquilo Cs. En algunas otras reahzamones R 13 R
R es alquilo Cs. En otras reahzamones R R14 oR"es alquilo Cy. En otras reahzamones mas R ,R™o R
alquilo Cs. En otras reahzamones R™ R o] R es alquilo Cg. En algunas reahzamones R ,R™ o R" es alquilo C10.
En algunas realizaciones, R™ R™o R es alquilo C44. En otras realizaciones mas, R' R™ o R%es alquilo Cy».

Como se indica antenormente en algunas realizaciones, R'? es amidilo sustituido con un resto arilo. A este respecto,
cada caso de R puede ser igual o diferente. En algunas de estas realizaciones, R' es hidrégeno. En otras
realizaciones, R'® es -CN. En otras realizaciones, R'® es heteroarllo por ejemplo, tretrazolilo. En otras determinadas
realizaciones, R'® es metoxi. En otras realizaciones, R'® es arilo, y el arilo estéa opcionalmente sustituido. Los
sustituyentes opcionales a este respecto incluyen: alquilo C4-C2, alcoxi C1-C12, por ejemplo, metoxi; trifluorometoxi;
halo, por ejemplo, cloro; y trifluorometilo.

En otras realizaciones, R'® es metilo. En otras realizaciones mas, R'® es etilo. En algunas realizaciones, R'® es
alquilo Cs. En al1gsunas otras realizaciones, R'® es isopropilo. En otras realizaciones mas, R'® es alquilo C4. En otras
realizaciones, R es alquilo Cs. En otras reallza0|ones mas, R'® es alquilo Ce. En aIgunas otras realizaciones, R'® es
alquilo C7. En algunas realizaciones, R'® es alquilo Cs. En otras realizaciones mas, R'® es alquilo Cy. En algunas
otras realizaciones, R'® es alquilo Co. En otras realizaciones, R es alquilo C+4. En algunas otras realizaciones, R'
es alquilo Ciz.

En algunas realizaciones, R'® es metoxi. En algunas realizaciones, R'® es etoxi. En otras realizaciones mas, R'® es
alcoxi Cs. En algunas otras realizaciones, R'® es alcoxi C4. En otras realizaciones, R'® es alcoxi Cs. En algunas otras
realizaciones, R'® es alcoxi Cs. En otras reahzamones mas, R'® es alcoxi C7. En algunas otras realizaciones, R'® es
alcoxi Cs. En otras realizaciones mas, R'® es alcoxi Co. En algunas otras realizaciones, R'® es alcoxi C1o. En algunas
realizaciones, R'® es alcoxi Cq1. En algunas otras realizaciones, R'® es alcoxi C1z.

En algunas otras realizaciones, R® y R? se unen para formar un éter corona de 12-18 miembros. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, el éter corona es de 18 miembros, y en otras realizaciones, el éter corona es de 15 miembros.
En determinadas realizaciones, R® y R? se unen para formar un heterociclo que tiene una de las siguientes

estructuras (X) o (XI):
(@]
ot —
@] 3
o/ N
YRR
Q (0]
N o v/
(X) (XI)

En algunas realizaciones, R® R°0R® se unen con R" para formar un heterociclo de 5-7 miembros. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, R3 se une con R" para formar un heterociclo de 5-7 miembros. En algunas realizaciones, el
heterociclo es de 5 miembros. En otras realizaciones, el heterociclo es de 6 miembros. En otras realizaciones, el
heterociclo es de 7 miembros. En algunas realizaciones, el heterociclo esta representado por la siguiente estructura
(XI):
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(XI1)

en la que Z' representa un heterociclo de 5-7 miembros. En determinadas realizaciones de la estructura (XI), R es
hidrégeno en cada caso. Por ejemplo, la unién (B) puede tener una de las siguientes estructuras (B1), (B2) o (B3):

5
3 3 3
O\\P/ 4 O\\p/ 4 O\\p/ 4
o~ \N/\fi‘s' o7 ST 5 O SN 5
J U,
(B1) (B2) (B3)

En otras determinadas realizaciones, R es alquilcarbonilo C1-C42 0 amidilo que esta sustituido adicionalmente con
un resto arilfosforilo, por ejemplo, un resto trifenilfosforilo. Los ejemplos de uniones que tienen esta estructura
10 incluyen B56 y B55.

En determinada realizacion, la uniéon (B) no tiene ninguna de las estructuras A1-A5. La tabla 3 muestra uniones
representativas de tipo (A) y (B).

15
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Tabla 3. Uniones entre subunidades representativas

N.° Nombre Estructura
I
\N/P\}:;j
[ &> 3
A1 PMO / O\
I
5!
O
I
A2 PMO+ (forma no HN o 3
protonada representada) \
I
5I
O
I
A3 PMO+ (+) HzN\J O\
|
5!
O
|
rf\N//P\ e I
A4 PMO™P (m+) /N\// O\ 3
l
5!
*NH»
0]
HzN/(N ”
A5 PMO®% N \///N”/ ?i 3
O\
0 |
5!
3I
O\\P/ ;
B1 PMO® o~ \N/\;"{L 5
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N.° Nombre Estructura
o) 3
\\P%
B2 PMO®S U/\;H{: 5'
o) 3
\\P%
B3 PMO" e ol \N/\;"i 5
—P<
B4 PMOShc >/ \/( N ()/;r{: 3
0] N
Ny R
SH |
5I
0]
|
B5 PMOmorfoIino (m) 0\) O\
|
5'
O O I
P
N/ ~
tri ,fri‘ 3
B6 PMO" (t) L N O
0 H ™~
|
O\ 5
I
N\ _p
~
h NTTH .
B7 PMO"™* (h) o)
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N.° Nombre Estructura
I
dodec / = 3'
B8 PMO /(’/) (0]
1)
|
5'
O
s |
—n
dihex N / ’flji 3I
B9 PMO /U) 0O
5 ).
|
5l
0
|
N~
[ &> 3
B10 PMO®" (a) H,N O\
|
51
I
P
N~ ‘;gi
B11 PMO®" (p) ‘ ;N /\ 3
I
5!
i
—P<
ir N /Afi 3'
B12 PMOP" (sal HCI) ‘ ;N @]
HCI )TM
5!
0]
Iﬂ
N~ ol
B13 PMO™? / O, fl 3
|
5I
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N.° Nombre Estructura
o0
ﬂ
N~
B14 PMO™ / O/J‘J{‘ 3
|
5I
(@]
||:!
N//\\
B15 PMOdimetiIapn \N O\ 3
I
50
0]
N/I\\_
B16 PMO®PP \/N\// O\ 3
5
(@]
N\
—
- N NI o
B17 PMOPPP \J O\
I
50
I
/"P\
irQM / N /r‘vri 3
B18 PMOPT™Me +
cr ™
|
5!
(@]
NC o) |
N//P““
B19 PMO® N 3
H 5
|
5I
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N.° Nombre Estructura
O
,L'
B20 PMO™ /N ~) W 5
™

B21 PMO™ /

B22 PMO®
B23 PMQPP
B24 PMQ°d™®

41




ES 2674929 T3

N.° Nombre Estructura
FsC
N
(@] 0 (|:|)
/’P\
B25 PMO™ N/CN c{ ;’{* 3
i N
|
5I
Cl
FsC o c”>
B26 PMOC™® N"/P“ £
N 0.
H \
I
5!
Fsc—C
(0]
) 7 I
P
B27 PMO N/CN’;/ ‘}f‘i %
H »
|
5!
Cl
Cl o ‘ﬁ
B28 PMO®
[ &> 3

o\
i el

42




ES 2674929 T3

N.° Nombre Estructura
hY
(@]
\o 0 2
B29 PMO™ O I
—P<
Qre
N
H ™
I
5'
o]
IF[
B30 PMO™ N 2
/ B
I
5I
[ o
(@]
o
0
6ce O
B31 PMO k/o\//o |[=|>
T
N,
/ o\
|
51
i
N— PN
B32 PMO® N / 3
H ™
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N.° Nombre Estructura
O
I
i
B33 PMO® o\
|
5'
i
B34 PMO™ N\// o)
)im
5I
@)
I
QN/IP\F{\ 3
B35 PMOQ° o o\
|
5!
o]
o—/_ 0
4ce ~
B36 PMO 0 3
- ¥
5I
_/_O
0 Sy 8
4
B37 PMO®®
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N.° Nombre Estructura
o)
I
N/P\
f3p I h 3'
B38 PMO FsC O\
I
5
0
||:|=
— I
. NTH 5
B39 PMO%P NC o\
|
5'
)
.|:|>
—
B40 PMO™® r\ /CN c{ JH{ ?
N
o__J N
|
5!
|
N K\N//\\
B41 PMOP / \v/N\// 0\ g
—N “""'W"
5
O
I
B42 PMO™eP? N\// 0 ’
\ D
N |
/ 5
O
I
B43 PMON"P? @’ N\J o\ 3
|
5
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N.° Nombre Estructura

y /

B44 PMOPPP N \// o
HN \
|

0
- //\ =P
suc N A / )fji‘ 3
B45 PMO \// O\

5!
@)
HO |
glutarico N / 3
46 PMO 0 o\
“ |
5I
/7N N
N
\
HN
@]

B47 PMO™ f'\ P
N\//N i

SH |l

B48 PMO'™ (SH) N\// o\ ¥
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N.° Nombre Estructura
/O
@]
;L'
—V
B49 PMOP™ N c! ;‘J{‘ 3
[
5
s
z ()
: I
N—P~
B50 PMOP™" [ &> 3
i
l
5
o)
'y
N™" S8
B51 PMO'™® \N/* cf\ o
I
5‘
0]
I
//\N//P‘* ¢
B52 PMO* CA/N\) o\ -
I
CA = Colat
olato 5
()
N
N— ‘:,{ 8
B53 PMO®?

dCA"N\// C{\

dCA = Colato
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N.° Nombre Estructura
0]
NH “
P
N~ s
uan HZN/Q / 3|
B54 PMO®" (g) N O
H ™

B55 PMO+"® |

f 7 I
B56 PMO®""s F’/M N~ /P‘ﬁ ‘
a3

En las secuencias y el analisis siguientes, los nombres anteriores para las uniones se usan a menudo. Por ejemplo,
una base que comprende una union PMO®" se ilustra como *"B, donde B es una base. Otras uniones se
denominan de forma similar. Ademas, pueden usarse denominaciones abreviadas, por ejemplo, pueden usarse las
denominaciones abreviadas en paréntesis anteriormente (por ejemplo, ®B, se refiere a ®"B). También pueden usarse
otras abreviaturas facilmente identificables.

Como se indica anteriormente, la presente divulgacion también proporciona un oligdmero que comprende grupos
terminal modificados. Los solicitantes han descubierto que la modificacion del extremo 3' y/o 5' del oligédmero con
diversos restos quimicos proporciona propiedades terapéuticas beneficiosas (por ejemplo, potenciacion del
suministro celular, la potencia y/o la distribucion tisular, etc.) a los oligémeros. En diversas realizaciones, los grupos
terminales modificados comprenden un resto hidréfobo, mientras que, en otras realizaciones, los grupos terminales
modificados comprenden un restos hidrofilo. Los grupos terminales modificados pueden presentar o no las uniones
descritas anteriormente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los oligdmeros comprenden uno o mas grupos
terminales modificados y uniones de tipo (A), por ejemplo, uniones en las que X es -N(CHs),. En otras realizaciones,
los oligdmeros comprenden uno o0 mas grupos terminales modificados y uniones de tipo (B), por ejemplo, uniones en
las que X es 4-aminopiperidin-1-ilo (es decir, APN). En otras realizaciones mas, los oligémeros comprenden uno o
mas grupos terminales modificados y una mezcla de uniones (A) y (B). Por ejemplo, los oligémeros pueden
comprender uno o mas grupos terminales modificados (por ejemplo, tritilo o trifenilacetilo) y uniones en las que X es
-N(CHz3)2 y uniones en las que X es 4-aminopiperidin-1-ilo. Otras combinaciones de grupos terminales modificados y
uniones modificadas también proporcionan propiedades terapéuticas favorables a los oligémeros.
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En una realizacion, los oligémeros que comprenden modificaciones terminales tienen la siguiente estructura (XVII):

FFQ Extremo 5'
L“l
toj/B
N
|
W=F|’—X
Y
:Oj/B
N |
|
==K 8
Y
:Oj/l:’,
N
2\
R!7 RI8 Extremo 3'
(XVII)

o una sal o isdmero de la misma, en la que X, W e Y son como se definen anteriormente para cualquiera de las
uniones (A)y (B) y:

R es, en cada caso, independientemente inexistente, hidrégeno o alquilo C4-Ce;

R'® y R' son, en cada caso, independientemente inexistentes, hidrogeno, un péptido de penetracion celular, un
aminoacido natural o no natural, alquilcarbonilo C2-Cso, —C(=O)OR21 o R%;

R? es, en cada caso, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C1-Csg, cicloalquilo C3-Cg; arilo Ce-
Cso, aralquilo C7-Csp, alquilcarbonilo C3-Cso, cicloalquilcarbonilo Cs-Cs, cicloalquilalquilcarbonilo  Cs3-Cs,
arilcarbonilo  C7-Cso, aralquilcarbonilo  C7-C3p, alquiloxicarbonilo C,-Csp, cicloalquiloxicarbonilo C3-Csg,
ariloxicarbonilo C7-Cao, aralquiloxicarbonilo Cg-Csg 0 -P(=0)(R*),;

B es un resto de emparejamiento de bases;

L' es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud que comprende enlaces seleccionados de alquilo,
hidroxilo, alcoxi, alquilamino, amida, éster, carbonilo, carbamato, fosforodiamidato, fosforoamidato, fosforotioato,
piperazina y fosfodiéster; y

X s un numero entero de 0 o mayor; y en la que al menos uno de R'® o R"es R, y

en la que al menos uno de R0 R' es R? y con la condicién de que tanto R" como R'® no estén ausentes.

Los oligdmeros con grupos terminales modificados pueden comprender incontables uniones de los tipos (A) y (B).
Por ejemplo, los oligdmeros pueden comprender Unicamente uniones de tipo (A). Por ejemplo, X en cada union
puede ser -N(CHz3),. Como alternativa, los oligémeros pueden comprender Unicamente uniones (B). En determinadas
realizaciones, los oligémeros comprenden una mezcla de uniones (A) y (B), por ejemplo, de 1 a 4 uniones de tipo (B)
y siendo el resto de las uniones de tipo (A). Las uniones a este respecto incluyen, pero sin limitacién, uniones en las
que X es aminopiperidinilo para el tipo (B) y dimetilamino para el tipo (A).

En algunas realizaciones, R' esta ausente. En algunas realizaciones, R'" es hidrégeno. En algunas realizaciones,
R" es alquilo C4-Cs. En algunas realizaciones, R es metilo. En otras realizaciones mas, R" es etilo. En algunas
realizaciones, R es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R" es isopropilo. En otras realizaciones, R" es
alquilo C4. En otras realizaciones mas, R" es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R es alquilo Ce.

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2674929 T3

En otras realizaciones, R'® esta ausente. En algunas realizaciones, R'® es hidrégeno. En algunas realizaciones, R18
es un péptido de penetracion celular como se describe en mas detalle a continuaciéon. En algunas reahzamones R'®
es un aminoacido natural o no natural, por ejemplo, trimetilglicina. En algunas realizaciones, R'® es R®

En otras realizaciones, R'® esta ausente. En algunas realizaciones, R es hidrégeno. En algunas reahzamones R
es un péptido de penetracion celular como se describe en mas detalle a continuacion. En algunas reahzacmnes R™
es un ammoamdo natural o no natural, por ejemplo, trimetilglicina. En algunas realizaciones, R' es- -C(= O)OR por
ejemplo, R' puede tener la siguiente estructura:

Ho\/\o/\/o\/\o)‘}fi |

En otras realizaciones, R'® o R"® gs alquﬂcarbonllo C2-C3p, por ejemplo, -C(=0)(CH2),CO2H, donde n es de 1 a 6, por
ejemplo, 2. En otros ejemplos, R' 0 R" es acetilo.

En algunas realizaciones, R? es, en cada caso, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C4-Ca,
cicloalquilo C3-Cg; arilo Ce-Czo, aralquilo C7-Csp, alquilcarbonilo Cs3-Csp, cicloalquilcarbonilo  C3-Cs,
cicloalquilalquilcarbonilo  C3-Cg, arilcarbonilo Cs-Csg, aralquilcarbonilo  C7-Cao, qzmloxwarbonllo C2-Cao,
cicloalqunoxmarbonllo C3-Cs, ariloxicarbonilo C7-Cso, aralquiloxicarbonilo Cs-C3p, -C(=O)OR*’, 0 -P(= O)(R )2, en la
que R? es alquilo C1 Cso que comprende uno o mas restos de oxigeno o hidroxilo o combmamones de los mismos y
cada R? es ariloxi C°-C"?

En otras determinadas realizaciones, R es —C(=O)OR21 y R"® es hidrégeno, guanidinilo, heterociclilo, alquilo C1-Cso,
cicloalquilo C3-Cs; arilo Ce-Csp, alquilcarbonilo C3-Cso, cicloalquilcarbonilo C3-Cg, cicloalquilalquilcarbonilo C3-Csg,
arilcarbonilo C7-Cao, aralquilcarbonilo C7-Cso, alquiloxicarbonilo C,- C30, cicloalquiloxicarbonilo C3-Cg, ariloxicarbonilo
C7-C3o, aralquiloxicarbonilo Cg-Cszg 0 -P(= O)(R222)2, en la que cada R?? es ariloxi C-C1a.

En otras realizaciones, R%® es, en cada caso, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C4-Csp,
cicloalquilo C3-Cs; arilo Cs-Cs, alquilcarbonilo C3-Cs, cicloalquilcarbonilo C3-Cg, cicloalquilalquilcarbonilo C3-Csg,
arilcarbonilo C7-Casg, aralquilcarbonilo C7-Cao, alqunoxmarbonllo C2-Ca3o, C|cloanU|IOX|carbon|Io 03 Cs, ariloxicarbonilo
C7-Cso, aralquiloxicarbonilo Cg-C3p 0 -P(= O)(R )2 Mientras que en otros ejemplos, R® es, en cada caso,
independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C4-Csp, cicloalquilo C3-Cg; arilo Cg-Cs3p, aralquilo C7-Cao,
cicloalquilcarbonilo C3-Cg, cicloalquilalquilcarbonilo  C3-Cg, arilcarbonilo C7-Czg, aralquilcarbonilo  C7-Cao,
alquiloxig?rbonilo C2-C3, cicloalquiloxicarbonilo C3-Cg, ariloxicarbonilo C7-Cszg, aralquiloxicarbonilo Cg-C3p 0 -
P(=0)(R™)z.

En algunas reahzamones R? es guanidinilo, por ejemplo, monometllguanldlnllo o dimetilguanidinilo. En otras
realizaciones, R® es heterociclilo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R? es plper|d|n4|Io En algunas
realizaciones, el piperidin-4- |Io esta sustituido con grupos tritilo o Boc. En otras realizaciones, R% es cicloalquilo Cs-
Cs. En otras realizaciones, R s arilo Cs-C3o.

En algunas realizaciones, R? es arilcarbonilo C7-Cso. Por ejemplo, En algunas realizaciones, R? tiene la siguiente
estructura (XVIII):

@)

R23
NN A
‘ | R23
(A

R23

(XVIII)

en la que R? es, en cada caso, independientemente hidrégeno, halo, alquilo C1-Csp, alcoxi C4-Cso, alquiloxicarbonilo
C1 C30, aralquilo C7-Cso, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterociclalquilo, y en la gue un R® puede unirse con otro
R# para formar un anillo heterocwhlo En algunas realizaciones, al menos un es hidrégeno, por ejemplo, en
algunas realizaciones, cada R® es hidrégeno. En otras realizaciones, al menos un R es alcoxi C1-Cso, por ejemplo,
en algunas realizaciones, cada R? es metOX| En otras realizaciones, al menos un R?® es heteroarilo, por ejemplo, en
algunas realizaciones, al menos un R? tiene una de las siguientes estructuras (XVIlla) o (XVIIIb):
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(@)

R23
N l &
N 4 N 2 R23
_._-..-—'"
(o]
0

(XVIlIa) (XVIIIb)

En otras reahzamones adicionales, un R* se une con otro R para formar un anillo heterociclilo. Por ejemplo, en una
realizacion, R% es 5-carboxifluoresceina.

En otras realizaciones, R? es aralquilcarbonilo C7-Cso. Por ejemplo, en diversas realizaciones, R? tiene una de las
siguientes estructuras (XIX), (XX) o (XXI):

R23

(XXI)

en la que R® es, en cada caso, independientemente hidrégeno, halo, alquilo C4-Cso, alcoxi C4-Cayo, anU|IOX|carbon|Io
C4-Ca3o, aralquilo C7-Cso, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterociclalquilo, en la que un R® puede unirse con otro R®
para formar un anillo heterociclilo, X es -OH o halo y m es un numero entero de 0 a 6. En algunas realizaciones
especificas, m es 0. En otras realizaciones, m es 1, mientras que, en otras reallzamones m es 2. En ofras
realizaciones, al menos un R® es hidrégeno, por ejemplo, en algunas realizaciones, cada R% es hidrégeno. En
algunas realizaciones, X es hldrogeno En otras realizaciones, X es -OH. En otras realizaciones, X es Cl. En otras
realizaciones, al menos un R?® es alcoxi C1-Cag, por ejemplo, metoxi.
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En otras realizaciones adicionales, R20 es aralquilo C7-Cs0, por ejemplo, fritilo. En otras realizaciones, R® e
metoxitritilo. En algunas realizaciones, R? tiene la siguiente estructura (XXII):

en la que R?® es, en cada caso, independientemente hidrogeno, halo, alquilo C1-Cazo, alcoxi C4-Cso, alquiloxicarbonilo
C1 C30, aralquilo C7-Cao, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterociclalquilo, y en la que un R2 puede unirse con otro
R*® para formar un anillo heteromchlo Por ejemplo, en algunas realizaciones, cada R? es hidrégeno. En otras
realizaciones, al menos un R? es alcoxi C+-Cso, por ejemplo, metoxi.

En otras realizaciones mas, R es aralquilo C7-Cso y R? tiene la siguiente estructura (XXIII):

R23

(XXIII)

En algunas realizaciones, al menos un R? es halo, por ejemplo, cloro. En algunas otras realizaciones, un R?
cloro en la posicién para.

En otras realizaciones, R% es alquilo C4-C30. Por ejemplo, En algunas realizaciones, R? es un alquilo C4-Cy y
opcionalmente comprende uno o mas dobles enlaces. Por ejemplo, En algunas realizaciones, R? es un alquilo Ca-10
que comprende un triple enlace, por ejemplo, un triple enlace terminal. En algunas realizaciones, R? es hexin-6-ilo.
En algunas realizaciones, R? tiene una de las siguientes estructuras (XXIV), (XXV), (XXVI) o (XXVII):
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HaC

%‘ /
o

(XXIV) (XXV) (XXVI) (XXVII)

En otras realizaciones adnmonales R? es un alquilcarbonilo Cs-Cso, por ejemplo, un alquilcarbonilo C3-C1o. En
algunas realizaciones, R* es -C(=0)(CHa),SH o -C(=0)(CH2),SSHet, en la que p es un numero entero de 1 a 6 y
Het es un heteroarilo. Por ejemplo, p puede ser 1 o p puede ser 2. En otro ejemplo Het es piridinilo, por ejemplo,
piridin-2-ilo. En otras realizaciones, el alquilcarbonilo C3-C3y esta sustituido con un oligémero adicional, por ejemplo,
en algunas realizaciones, el oligémero comprende un alquilcarbonilo C3-Csg en la posicion 3' que une el oligdmero a
la posicion 3' de otro oligémero. Dichas modificaciones terminales se incluyen dentro del alcance de la presente
divulgacion.

En otras realizaciones, R es un alquilcarbonilo C3-Csp que esta sustituido adicionalmente con un resto arilfosforilo,
por ejemplo, trifenilfosforilo. Los ejemplos de dichos grupos R? |ncluyen la estructura 33 en la tabla 2.

En otros ejemplos, R% es cicloalquilcarbonilo C3-Cs, por ejemplo, alquilcarbonilo Cs-C7. En estas realizaciones, R%
tiene la siguiente estructura (XXVIII):

R23

£

(XXVIII)

en la que R? es, en cada caso, independientemente hidrégeno, halo, alquilo C1-Csp, alcoxi C1 C3o, alquiloxicarbonilo
C4-C3o, aralquilo C7-Cso, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterocnclalqunlo y en la que un R% puede unirse con otro
R? para formar un anillo heterociclilo. En algunas realizaciones, R% es heterociclilalquilo, por ejemplo, en algunas
realizaciones, R tiene la siguiente estructura:

)

N
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En algunas otras realizaciones, R? es mcloalquﬂalqunlcarbonllo C3-Cs. En otras realizaciones, R2° es
alquiloxicarbonilo C>-C3o. En otras realizaciones, R es cicloalquiloxicarbonilo C3-Cs. En otras realizaciones, R es
ariloxicarbonilo C7-C3p. En otras reallzacmnes R% es aralquiloxicarbonilo Cg-C30. En otras reallzacmnes R es -
P(=0)(R%),, en la que cada R* es ariloxi C°-C"? por ejemplo, en algunas realizaciones, R? tiene la siguiente
estructura (C24):

(C24)

En otras realizaciones, R% comprende uno o mas atomos de halogeno Por ejemplo, en algunas reallzacmnes R%
comprende un analogo perfluoro de cualquiera de los restos R™ anteriores. En otras realizaciones, R? s p-
trifluorometilfenilo, trifluorometiltritilo, perfluoropentilo o pentafluorofenilo.

En algunas realizaciones, el extremo 3' comprende una modificacion y en otras realizaciones el extremo 5'
comprende una modificacién. En otras realizaciones, tanto el extremo 3' como el extremo 5' comprenden
modlflcaC|ones Por conS|QU|ente en algunas realizaciones, R esta ausente y R" &8 R%. En otras realizaciones,
R" esta ausente y R' es R%. En otras realizaciones mas, R'® y R' son cada uno R

En algunas realizaciones, el oligdmero comprende un péptido de penetracién celular ademas de una modlflca0|on 3
o 5'. Por conS|gU|ente en algunas realizacion, R es un peptldo de penetracion celular y R' es R®. En otras
realizaciones, R'® es un péptido de penetracion celular y R' es R®. En otras realizaciones de lo anterior, eI péptido
de penetracion celular es un péptido rico en arginina.

En algunas realizaciones, el conector L' que une el grupo 5' terminal (es decir, R19) al oligbmero puede estar
presente o ausente. El conector comprende incontables grupos funcionales y longitudes, con la condicién de que el
conector retenga su capacidad de unir el grupo 5' terminal al oligémero, y con la condicién de que el conector no
interfiera con la capacidad del oligémero de unirse a una secuencia diana de una manera especifica de secuencia.
En una realizacion, L comprende enlaces fosforodiamidato y piperazina. Por ejemplo, en algunas realizaciones, L
tiene la siguiente estructura (XXIX):
24
X

9

N
\ |
N—T-—-O
/ o\
I
(XXIX)

en la que R es inexistente, hidrogeno o alquilo C1-Cs. En algunas realizaciones, R** esta ausente. En algunas
realizaciones, R** es hidrégeno. En algunas realizaciones, R* es alquilo Cq- Ce En algunas realizaciones, R* es
metilo. En otras reahzamones R? es etilo. En otras reahzamones mas, R* es alquilo Cz. En algunas otras
realizaciones, R** es isopropilo. En otras realizaciones mas, R* es alquilo C4. En algunas realizaciones, R* es
alquilo Cs. En otras realizaciones mas, R* es alquilo Ce.

En otras realizaciones mas, R% es alquilcarbonilo C3-C3 y R? tiene la siguiente estructura (XXX):
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R25’S\MJ\EH ~

q
(XXX)

un namero entero de 0 a 6.

En otras realizaciones de cualquiera de las anteriores, R% es, en cada caso, independientemente hidrégeno, halo,

alquilo C4-C3o, alcoxi C1-Csp, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterociclalquilo.

En algunas otras realizaciones, unicamente el extremo 3' del oligémero se conjuga con uno de los grupos indicados
anteriormente. En algunas otras realizaciones, Unicamente el extremo 5' del oligbmero se conjuga con uno de los
grupos indicados anteriormente. En otras realizaciones, tanto el extremo 3' como el extremo 5' comprenden uno de
los grupos indicados anteriormente. El grupo terminal puede seleccionarse de uno cualquiera de los grupos

indicados anteriormente o cualquiera de los grupos especificos ilustrados en la tabla 4.

Tabla 4. Grupos terminales representativos

N.° Nombre Estructura
(@]
H3;CO Jrfr‘
~
C1 Trimetoxibenzoilo
H;CO
OCH3
(@]
¥
C2 9-fluoreno-carboxilo
O
i
C3 4-carbazolilbenzoilo N
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N.° Nombre Estructura
@]
¥
~
C4 4-indazolilonebenzoilo / N
____..'-F'
e} CHs
CHs;
H4C
3 =z =z =
C5 Farnesilo
CH5 CH, CHs
HsC
2 7 =z
C6 Geranilo A
CHa CHy |
HsC
| 3 \K\
Cc7 Prenilo
CHy |
@]
¥
C8 Difenilacetilo
O
Cl
¢
>
(02°] Clorodifenilacetilo
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N.° Nombre Estructura
(@]
OH
¥
Cc10 Hidroxidifenilacetilo
0]
8
C11 Trifenilpropionilo
O
Cc12 Trifenilpropilo
iy
O O
C13 Trifenilacetilo ff{\
*
C14 Tritilo (Tr)

57




ES 2674929 T3

N.° Nombre Estructura
HLL!/
C15 Metoxitritilo (MeOTr)
@]
O
8
Cc16 Metilsuccinimidilciclohexoilo /
N
@]
@)
C17 Tioacetilo HS\)L
¥
O
N S\ /\)L
Cc18 COCH,CH,SSPy ‘ X S ~
/
H
H-N N;rrl’
c19 Guanidinilo e
NH
‘ O
C20 Trimetilglicina N<)L
¥ AJJJ‘L
C21 Lauroilo \H/\jré\
10
C22 Trietilenglicolilo (EG3) HO o )J\
\/\O/\/ \/\O ;‘Jﬁ\
0]
C23 Succinicoacetilo HO Aﬁf\
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N.° Nombre Estructura
C24 Difenilfosforilo Q ‘ﬁ Q
O—Fl’—O
I
%
C25 Piperidin-4-ilo
HN
o
N

C26 Tritilpiperidin-4-ilo
c27 Boc-Piperidin-4-ilo
C28 Hexin-6-ilo
C29 5-carboxifluoresceina

59




10

ES 2674929 T3

N.° Nombre Estructura
X
C30 Benzhidrilo
b
C31 p-Clorobenzhidrilo
Cl

HN/ﬁ
C32 Piperazinilo (pip) k/

E I
C33 Trifenilfos w\
5

O NH,
@) O @
C34 Dimerizado )J\/\ /\)L
oligo N S rr"{“‘

Oligo = un oligémero adicional

Transportadores peptidicos

De acuerdo con la invencién, el presente oligémero se conjuga con un resto transportador peptidico de penetracion
celular, que es eficaz para potenciar el transporte del oligdmero a las células. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
el resto transportador peptidico es un péptido rico en arginina. En realizaciones adicionales, el resto transportador se
adhiere al extremo 5' o 3' del oligébmero. Cuando dicho péptido se conjuga con cualquier extremo, el extremo
opuesto entonces esta disponible para conjugacion adicional con un grupo terminal modificado como se describe en
el presente documento.

En algunas realizaciones de los anterior, el resto transportador peptidico comprende de 6 a 16 subunidades
seleccionadas de subunidades X', subunidades Y' y subunidades Z',
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donde

(a) cada subunidad X' representa independientemente lisina, arginina o un analogo de arglnlna S|endo dicho
analogo un a- ammoamdo catiénico que comprende una cadena lateral de la estructura R**N= C(NHg)R donde
R* es H o R; R* es R*, NH2, NHR o NRs4, donde R*® es alquilo inferior o alquenilo inferior y puede incluir
adicionalmente OX|geno o mtrogeno R y R pueden formar juntos un anillo; y la cadena lateral se une a dicho
aminoacido mediante R* o R*

(b) cada subunidad Y' representa independientemente un aminoacido neutro -C(O)-(CHR),-NH-, donde n es de 2
a 7 y cada R es independientemente H o metilo; y

(c) cada subunidad Z' representa independientemente un a-aminoacido que tiene una cadena lateral aralquilo
neutra;

en la que el péptido comprende una secuencia representada por uno de (X'Y'X")p, (X'Y"')m, y (X'Z'Z"),, donde p es de 2
aSymesde2as.

En realizaciones seleccionadas, para cada X', el resto de la cadena lateral es guanidilo, como en la subunidad de
aminoacido arginina (Arg). En realizaciones adicionales, cada Y' es -CO-(CHz),-CHR-NH-, donde nesde2a 7y R
es H. Por ejemplo, cuando n es 5y R es H, Y' es una subunidad de acido 6-aminohexanoico, abreviado en el
presente documento como Ahx; cuandones 2y R es H, Y' es una subunidad de B-alanina.

En determinadas realizaciones, los péptidos de este tipo incluyen aquellos que comprenden dimeros de arginina que
alternan con subunidades Y' individuales, donde Y' es Ahx. Los ejemplos incluyen péptidos que tienen la férmula
(RY'R)p o la formula (RRY"),, donde Y' es Ahx. En una realizacion, Y' es una subunidad de acido 6-aminohexanoico,
R es arginina 'y p es 4.

En una realizacién adicional, cada Z' es fenilalanina, y m es 3 0 4.

En algunas realizaciones, el péptido conjugado se une a un extremo del oligdmero mediante un conector Ahx-B,
donde Ahx es una subunidad de acido 6-aminohexanoico y B es una subunidad de (-alanina.

En realizaciones seleccionadas, para cada X', el resto de la cadena lateral se selecciona independientemente del
grupo que consiste en guanidilo (HN=C(NH2)NH-), amidinilo (HN=C(NH2)C-), 2-aminodihidropirimidilo, 2-
aminotetrahidropirimidilo, 2-aminopiridinilo y 2-aminopirimidonilo, y se selecciona preferentemente de guanidilo y
amidinilo. En una realizacion, el resto de la cadena lateral es guanidilo, como en la subunidad de aminoacido
arginina (Arg).

En algunas realizaciones, las subunidades Y' estadn contiguas, porque ninguna subunidad X' se interpone entre las
subunidades Y', o se intercalan individualmente entre las subunidades X'. Sin embargo, en algunas realizaciones, la
union de subunidades puede ser entre subunidades Y'. En una realizacion, las subunidades Y' estan en un extremo
del transportador peptidico; en otras realizaciones, estan flanqueadas por subunidades X'. En realizaciones
adicionales, cada Y' es -CO-(CH2),-CHR-NH-, donde nes de 2a 7 y R es H. Por ejemplo, cuandones 5y Res H, Y'
es una subunidad de acido 6-aminohexanoico, abreviado en el presente documento como Ahx. En realizaciones
seleccionadas de este grupo, cada X' comprende un resto de cadena lateral guanidilo, como en una subunidad de
arginina. Los péptidos ejemplares de este tipo incluyen aquellos que comprenden dimeros de arginina que alternan
con subunidades Y' individuales, donde Y' es preferentemente Ahx. Los ejemplos incluyen péptidos que tienen la
férmula (RY'R)s o la formula (RRY')s, donde Y' es preferentemente Ahx. En algunas realizaciones, el analogos de
acido nucleico se une a una subunidad Y' terminal, preferentemente en el extremo C. En otras realizaciones, el
conector es de la estructura AhxB, donde Ahx es una subunidad de acido 6-aminohexanoico y B es una subunidad
de B-alanina.

Los restos transportadores peptidicos como se describe anteriormente han demostrado potenciar enormemente la
entrada en la célula de oligdmeros adheridos, respecto a la captacion del oligbmero en ausencia del resto de
transporte adherido, y respecto a la captacion de un resto transportador adherido que carece de las subunidades Y’
hidréfobas. Dicha captacion potenciada puede evidenciarse por un aumento de al menos dos veces, o en otras
realizaciones, un aumento de cuatro veces, en la captacion del compuesto en células de mamifero respecto a la
captacién del agente por un resto de transporte adherido que carece de las subunidades Y' hidréfobas. En algunas
realizaciones, la captacion se potencia al menos veinte veces o al menos cuarenta veces, respecto al compuesto no
conjugado.

Un beneficio adicional del resto de transporte peptidico es su capacidad esperada de estabilizar un duplex entre un
oligémero de antisentido y su secuencia de acido nucleico diana. Aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna,
esta capacidad de estabilizar un duplex puede resultar de la interaccion electrostatica entre el resto de transporte
cargado positivamente y el acido nucleico cargado negativamente. En algunas realizaciones, la cantidad de
subunidades cargadas en el transportador es de menos de 14, como se indica anteriormente, o en otras
realizaciones entre 8 y 11, ya que una cantidad demasiado alta de subunidades cargadas puede dar lugar a una
reduccion en la especificidad de secuencia.
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La presente divulgacidon también incorpora conjugados de restos de transporte peptidico y analogos de acido
nucleico. Como se indica anteriormente, los restos de transporte peptidico en general son eficaces para potenciar la
penetracion celular de los analogos de acido nucleico. Los solicitantes también han descubierto que incluir una
subunidad de aminoacido glicina (G) o prolina (P) entre el analogo de acido nucleico y el resto del resto de
transporte peptidico (por ejemplo, en el extremo carboxi o amino del péptido portador) reduce la toxicidad del
conjugado, mientras la eficacia permanece igual o se mejora respecto a conjugados con diferentes uniones entre el
resto de transporte peptidico y el analogo de acido nucleico. Por tanto, los conjugados actualmente divulgados
tienen una mejor ventana terapéutica y son candidatos de farmaco mas prometedores que otros conjugados de
péptido-oligémero.

Ademas de la toxicidad reducida, se cree que la presencia de una subunidad de aminoacido glicina o prolina entre el
analogo de 4cido nucleico y el péptido portador proporciona ventajas adicionales. Por ejemplo, la glicina es barata y
se acopla facilmente al analogo de acido nucleico (o conector opcional) sin ninguna posibilidad de racemizacién. De
manera similar, la prolina se acopla facilmente sin racemizacién y también proporciona péptidos portadores que no
forman hélices. La hidrofobicidad de la prolina también puede conferir determinadas ventajas con respecto a la
interaccion del péptido portador con la bicapa lipidica de las células, y los péptidos portadores que comprenden
multiples prolinas (por ejemplo, en determinadas realizaciones) pueden resistir la formacion de G cuadruple.
Finalmente, en determinadas realizaciones, cuando el resto de prolina esta adyacente a una subunidad de
aminoacido arginina, el resto de prolina confiere estabilidad metabdlica a los conjugados, ya que el enlace amida
entre arginina-prolina no se puede escindir por las endopeptidasas comunes.

En algunas realizaciones, la conjugacion de péptidos a oligonucleétidos de antisentido es como se describe en la
publicacion PCT WO02012/1150960. En una realizacién particular, por ejemplo, un oligonucleétido conjugado a
péptido utiliza glicina como conector entre el CPP y el oligonucledtido de antisentido. Por ejemplo, los
oligonucledtidos de antisentido de la invencion pueden acoplarse a un péptido rico en arginina, tal como (Arg)6Gly (6
argininas y 1 glicina unidas a un oligonucleétido). Como ejemplo, este péptido puede conjugarse a un PMO y se
conoce como "R6-G-PMQO".

Los transportadores peptidicos de penetracion celular ricos en arginina ejemplares adicionales que comprenden
diversos conectores (C, G, P, Ahx, B) se dan a continuacion en la tabla 5. Como se divulga en la tabla 2 anterior, un
transportador peptidico de penetracion celular preferente es la SEQ ID NO: 45 conjugada con un PMO en el extremo
3' mediante un conector de glicina (ReG). La unién de ReG al extremo 5' también es una realizacion preferente.

Tabla 5. Transportadores peptidicos de penetracion celular ricos en arginina

NOMBRE (DENOMINACION) SECUENCIA SEQIDNOA
rTAT RRRQRRKKR 39

Tat RKKRRQRRR 40

RoF2 RRRRRRRRRFF 41

RsF2R4 RRRRRFFRRRR 42

R4 RRRR 43

Rs RRRRR 44

Rs RRRRRR 45

R7 RRRRRRR 46

Rs RRRRRRRR 47

"9 RRRRRRRRR 48

(RX)s RXRXRXRXRXRXRXRX 49

(RAhxR)4; (POO7) RAhXxRRAhXxRRAhXRRAhXR 50

(RAhxR)s; (CP04057) RAhXxRRAhRXRRAhXxRRAhXxRRAhXR 51
(RAhXRRBR)2; (CP08062) RAhXxRRBRRAhXRRBR 52

(RAR)4F2 RARRARRARRARFFC 53

(RGR)4F2 RGRRGRRGRRGRFFC 54

ALas secuencias asignadas a las SEQ ID NO no incluyen la parte de unién (por ejemplo, C, G, P, Ahx, B, AhxB
donde Ahx y B se refieren a acido 6-aminohexanoico y beta-alanina, respectivamente).
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Métodos de uso in vitro

En otro aspecto, dentro del contexto de la presente invencion divulgada se divulgan métodos de uso de los
oligonucledtidos de antisentido dirigidos a LMNA y/o HGPS descritos en el presente documento para tratar una
célula o tejido in vitro para reducir la expresion de una o mas isoformas de ARNm y/o proteinas mutantes de una
manera beneficiosa. Las células o tejido que pueden modularse por los oligonucleétidos de antisentido de la
presente invenciéon son preferentemente células de mamifero, o mas preferentemente células humanas. Dichas
células puede ser de un estado sano o de un estado patoldgico, tal como células que expresan progerina. En
determinados aspectos, la célula es una célula que expresa progerina, que provoca una laminopatia progeroide.

Dentro del contexto de la presente invencién se divulgan, por lo tanto, métodos en general para reducir la expresion
de ARNm de LMNA con corte y empalme andmalo in vitro, que comprende poner en contacto una célula con uno o
mas oligonucledtidos de antisentido descritos en el presente documento, o una composicion que contiene los
mismos, reduciendo de ese modo la expresion de progerina. Estos métodos y métodos relacionados pueden usarse
para reducir la expresion de una cualquiera o0 mas isoformas de ARNm de LMNA mutante descritas en el presente
documento y conocidas en la técnica.

Los métodos in vitro pueden emplear composiciones que comprenden oligonucledtidos en combinacion con
vehiculos farmacéuticamente aceptables. La expresion "farmacéuticamente aceptable" se emplea en el presente
documento para referirse a aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que son,
dentro del alcance del criterio médico razonable, adecuados para su uso en contacto con células y/o tejidos sin
toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacién, proporcionado con una relacién
beneficio/riesgo razonable.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, significa un material,
composicion o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una carga liquida o sdlida, diluyente, excipiente,
auxiliar de fabricacion (por ejemplo, lubricante, talco, estearato de magnesio, calcio o cinc, o acido estearico), o
material de encapsulacion de disolvente. Cada vehiculo debe ser "aceptable” en el sentido de ser compatible con los
otros ingredientes de la formulacion y no perjudicial para la célula o tejido que se pone en contacto.

Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, sin
limitacion: (1) azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y
almidoén de patata; (3) celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de
celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y
ceras de supositorio; (9) aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo,
aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11)
polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de
etilo; (13) agar; (14) agentes tamponantes, tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido
alginico; (16) agua apirégena; (17) solucién salina isotonica; (18) solucién de Ringer; (19) alcohol etilico; (20)
soluciones de pH tamponado; (21) poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; y (22) otras sustancias compatibles
no toxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

Aunque la invencion anterior se ha descrito con algo de detalle a modo de ilustracion y ejemplos a efectos de
claridad de comprension, resultara facilmente evidente para un experto en la materia ante los contenidos de la
presente invencion que puedan realizarse determinados cambios y modificaciones a la misma dentro del alcance de
las reivindicaciones adjuntas. Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion uUnicamente y no a
modo de limitacion. Los expertos en la materia reconoceran facilmente una diversidad de parametros no criticos que
podrian cambiarse o modificarse para producir resultados esencialmente similares.

TABLA DEL LISTADO DE SECUENCIAS
NOMBRE SECUENCIA SEQ ID NO:

LMNA exon 11 GGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGAGTA 1
CAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGTGCGGGACCTGCG
GGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGCGGCTCAGGA
GCCCAGGTGGGCEGACCCATCTCCTCTGGCTCTTCTGE
CTCCAGTGTCACGGTCACTCGCAGCTACCGCAGTGTGG
GGGGCAGTGGGGGTGGCAGCTTCGGGGACAATCTGGTC
ACCCGCTCCTACCTCCTGGGCAACTCCAGCCCCCGAAC
CCAG
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NOMBRE SECUENCIA SEQ ID NO:
HGPS exén 11 GGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGAGTA 2
CAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGTGCGGGACCTGCG
GGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGCGGCTCAGGA
GCCCAGGTGGGTGGACCCATCTCCTCTGGCTCTTCTGC
CTCCAGTGTCACGGTCACTCGCAGCTACCGCAGTGTGG
GGGGCAGTGGGGGTGGCAGCTTCGGGGACAATCTGGTC
ACCCGCTCCTACCTCCTGGGCAACTCCAGCCCCCGAAC
CCAG
Ex011.25.133 CCGCTGGCAGATGCCTTGTCGGCAG 3
Ex011.25.138 CTGAGCCGCTGGCAGATGCCTTGTC 4
Ex011.25.142 GCTCCTGAGCCGCTGGCAGATGCCT 5*
Ex011.25.145 TGGGCTCCTGAGCCGCTGGCAGATG 6
Ex011.25.149 CACCTGGGCTCCTGAGCCGCTGGCA 7
Exo011.25.154 CCACCCACCTGGGCTCCTGAGCCGC 8
Ex011.25.158 GGGTCCACCCACCTGGGCTCCTGAG 9
Ex011.25.162 AGATGGGTCCACCCACCTGGGCTCC 10*
Ex011.25.166 GAGGAGATGGGTCCACCCACCTGGG 11*
Ex011.25.170 GCCAGAGGAGATGGGTCCACCCACC 12
Ex011.25.174 AAGAGCCAGAGGAGATGGGTCCACC 13*
Ex011.25.177 CAGAAGAGCCAGAGGAGATGGGTCC 14*
Ex011.25.181 GAGGCAGAAGAGCCAGAGGAGATGG 15
Ex011.25.185 ACTGGAGGCAGAAGAGCCAGAGGAG 16*
Ex010SD.25.69 ACGTGGTGGTGATGGAGCAGGTCAT 17
Ex010SD.25.73 ACTCACGTGGTGGTGATGGAGCAGG 18
Ex010SD.25.79 GCTACCACTCACGTGGTGGTGATGG 19
Ex010SD.25.84 CGGCGGCTACCACTCACGTGGTGGT 20
Ex010SD.25.87 CAGCGGCGGCTACCACTCACGTGGT 21
Ex010SD.25.90 CCTCAGCGGCGGCTACCACTCACGT 22
Ex010SD.25.92 GGCCTCAGCGGCGGCTACCACTCAC 23
Ex010SD.25.96 GCTCGGCCTCAGCGGCGGCTACCAC 24
Exo11SA.25.779 CGAGTCTGGGACTGACCACTCAGGC 25
Ex011SA.25.796 AGGCTCAGGCGGGACGGCGAGTCTG 26
Exo11SA.25.801 AGACAAGGCTCAGGCGGGACGGCGA 27
Exo11SA.25.805 AGGGAGACAAGGCTCAGGCGGGACG 28
Exo11SA.25.809 GGGAAGGGAGACAAGGCTCAGGCGG 29
Exo11SA.25.814 GCCCTGGGAAGGGAGACAAGGCTCA 30
Exo11SA.25.820 GTGGGAGCCCTGGGAAGGGAGACAA 31
Exo11SA.25.828 CTGCTGCAGTGGGAGCCCTGGGAAG 32
Exo11SA.25.830 AGCTGCTGCAGTGGGAGCCCTGGGA 33
Exo11SA.25.836 CCCCCGAGCTGCTGCAGTGGGAGCC 34
HSEx10 GCTACCACTCACGTGGTGGTGATGG-ACR,G 35
HsEx11 GGGTCCACCCACCTGGGCTCCTGAG-ACRG 36
HsEx10-apn GCaPTACCACaNTCACGAPNTGGTGGTGATGG 37
HsEx11-apn GGGaPTCCACCCACCaPTGGGCaPNTCCaPTGAG 38

64




10

15

20

25

30

35

40

ES 2674929 T3

NOMBRE SECUENCIA SEQ ID NO:
rTAT RRRQRRKKR 39*
Tat RKKRRQRRR 40*
RoF2 RRRRRRRRRFF 41*
RsF2R4 RRRRRFFRRRR 42*
R4 RRRR 43
Rs RRRRR 44~
Re RRRRRR 45*
R7 RRRRRRR 46*
Rs RRRRRRRR 47*
Ro RRRRRRRRR 48*
(RX)s RXRXRXRXRXRXRXRX 49
(RAhxR)4; (P007) RAhxRRAhxRRAhxRRAhxR 50*
(RAhxR)s; (CP04057) RAhxRRAhxRRAhXRRAhXRRAhxR 51*
(RAhXRRBR)2; (CP06062) RAhxRRBRRAhXxRRBR 52*
(RAR)4F2 RARRARRARRARFFC 53*
(RGR)4F> RGRRGRRGRRGRFFC 54*
* cubierto por las reivindicaciones

Ejemplos
EJEMPLO 1
TRATAMIENTO DE CELULAS HGPS USANDO OLIGONUCLEOTIDOS DE ANTISENTIDO, DIRIGIDOS A LMNA

Se usaron dos lineas primarias de fibroblastos, fibroblastos HGPS (HGADFN167) y fibroblastos de control
(HGFDFN168). Se sembraron células HGPS y de control en una placa de 24 pocillos a la densidad de
aproximadamente 10 000 células/pocillo. Se introdujeron individualmente oligonucleétidos de morfolino dirigidos a
los exones 11 y/o 10 del preARNm de lamina A en células HGPS cultivadas por captacion libre o por nucleofeccion
(Amaxa, por ejemplo). Para la captacién libre, las células se cultivaron durante 1-2 semanas en un medio que
contenia 25uyM o 50uM o 80uM de oligonucledtidos PMO. Esas células entonces se cribaron por
inmunofluorescencia con anticuerpos antiprogerina o antilamina A/C. Las intensidades de fluorescencia de la tincion
de progerina se cuantificaron usando un microscopio de fluorescencia Zeiss y un programa SPOT. Los experimentos
se realizaron por triplicado, y los PMO que mostraron efectos en la regulacién por disminucion de progerina se
seleccionaron para analisis adicional. El analisis incluia RT-PCR cuantitativa con cebador especifico de progerina y
analisis de transferencia de Western con anticuerpos antiprogerina.

EJEMPLO 2

TINCION DE INMUNOFLUORESCENCIA DE CELULAS HGPS DESPUES DE TRATAMIENTO CON
OLIGONUCLEOTIDOS DE ANTISENTIDO DIRIGIDOS A LMNA

Tincién de inmunofluorescencia: Para la inmunofluorescencia, las células se sembraron en portaobjetos de camara
de 4 pocillos. Después de fijacion en paraformaldehido al 4 %/PBS a temperatura ambiente durante 15 min, las
células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5 %/PBS a temperatura ambiente durante 5 min, seguido de una
incubacién durante una noche en la solucion de bloqueo a 4 °C (solucién de bloqueo: BSA al 4 %/TBS). Las células
se tifieron con anticuerpo de ratdon monoclonal antilamina A/C (MAB3211, Chemicon) y de conejo policlonal
antiprogerina (anticuerpo peptidico personalizado, Yenzm) durante 3 horas a temperatura ambiente en el siguiente
dia. Los anticuerpos primarios se detectaron con anticuerpos secundarios marcados con Alexa Fluor (Invitrogen).
Los portaobjetos montados con medio de montaje Vectashield que contenia DAPI se observaron con un microscopio
de fluorescencia Zeiss. Los tiempos de exposicion y los ajustes de adquisicion se establecieron al inicio de cada
serie de experimentos y se mantuvieron constantes para todos los tratamientos. Los resultados de los experimentos
se exponen en la figura 2. Varios oligonucleétidos regularon por disminucion la progerina de forma significativa.

EJEMPLO 3

SDS-PAGE Y ANALISIS DE TRANSFERENCIA DE WESTERN DE CELULAS HGPS DESPUES DE
TRATAMIENTO CON OLIGONUCLEOTIDOS DE ANTISENTIDO DIRIGIDOS A LMNA
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SDS-PAGE y analisis de transferencia de Western: Se recogieron las células tratadas, se aclararon dos veces en
PBS y después se lisaron en tampon de carga de SDS-PAGE de Laemmli. Las muestras se calentaron durante 15
minutos a 95 °C y después se cargaron en geles al 10 % de SDS-PAGE. En cuanto al analisis de transferencia de
Western, las proteinas se transfirieron a las membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche
al 5 %/TBST a 4 °C durante una noche y se incubaron con anticuerpos primarios diluidos en BSA al 4 %/TBST a
temperatura ambiente durante 1-3 horas. Después de lavados con TBST, las membranas se incubaron en
anticuerpos secundarios diluidos a 1:5000 en leche al 1 %/TBST durante 1 hora a temperatura ambiente. La
quimioluminiscencia se detecté con un kit de deteccion de transferencia de Western ECL (Pierce). Los anticuerpos
primarios usados incluyen anticuerpo de raton monoclonal antilamina A/C (MAB3211, Chemicon), de conejo
policlonal antiprogerina (anticuerpo peptidico personalizado, Yenzm) y de conejo policlonal antiactina (Pan-actin, Cell
Signaling). Los resultados de los experimentos se exponen en la figura 3. El oligonucleétido correspondiente a 699
(SEQ ID NO: 4) mostro regulacién por disminucion significativa de progerina en el experimento, a pesar de retirarse
de y no solapar con el sitio de corte y empalme criptico del exén 11 de LMNA.

EJEMPLO 4

ANALISIS DE RT-PCR CUANTITATIVA DE CELULAS HGPS DESPUES DE TRATAMIENTO CON
OLIGONUCLEOTIDOS DE ANTISENTIDO DIRIGIDOS A LMNA

RT-PCR cuantitativa: Los experimentos de RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) se realizaron para medir los niveles de
expresion de progerina, lamina A y B-actina en 164 fibroblastos (p13, HGPS clasico) después de tratamiento con
oligonucleotido 699 (SEQ ID NO: 4) y 706 (SEQ ID NO: 11). Todas las reacciones se realizaron por triplicado en un
sistema rapido de PCR en tiempo real 7900HT de Applied Biosystems usando mezcla SYBR Green (Qiagen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 1 ciclo de 2 min a
50 °C; 1 ciclo de 15 min a 95 °C; y 40 ciclos de 15sa 95 °C, 1 min a 57 °C y 45 s a 72 °C. La secuencia del cebador
directo de B-actina es TCTTTGCAGCCACATTCCCG vy el cebador inverso es GGCTTGCGGGTGTTAAAAGC. La
secuencia del cebador directo para amplificar progerina/lamina A es GCAACAAGTCCAATGAGGACCA. Los
cebadores inversos especificos de progerina y lamina A se disefiaron de acuerdo con la estrategia del sistema de
mutacién resistente a amplificacion, introduciendo una mutacién en la penulltima base para aumentar la
especificidad. La secuencia cebadora especifica de progerina es CATGATGCTGCAGTTCTGGGGGCTCTGGAC, y
para lamina A es CATGATGCTGCAGTTCTGGGGGCTCTGGAT. Los resultados de los experimentos se exponen en
la figura 4.

EJEMPLO 5

SDS-PAGE Y ANALISIS DE TRANSFERENCIA DE WESTERN DE CELULAS HGPS DESPUES DE
TRATAMIENTO CON OLIGONUCLEOTIDOS DE ANTISENTIDO DIRIGIDOS A LMNA

SDS-PAGE y andlisis de transferencia de Western: Se recogieron las células tratadas, se aclararon dos veces en
PBS y después se lisaron en tampoén de carga de SDS-PAGE de Laemmli. Las muestras se calentaron durante 15
minutos a 95 °C y después se cargaron en geles al 10 % de SDS-PAGE. En cuanto al analisis de transferencia de
Western, las proteinas se transfirieron a las membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche
al 5 %/TBST a 4 °C durante una noche y se incubaron con anticuerpos primarios diluidos en BSA al 4 %/TBST a
temperatura ambiente durante 1-3 horas. Después de lavados con TBST, las membranas se incubaron en
anticuerpos secundarios diluidos a 1:5000 en leche al 1 %/TBST durante 1 hora a temperatura ambiente. La
quimioluminiscencia se detectd con un kit de deteccién de transferencia de Western ECL (Pierce). Los anticuerpos
primarios usados incluyen anticuerpo de ratén monoclonal antilamina A/C (MAB3211, Chemicon), de conejo
policlonal antiprogerina (anticuerpos peptidico personalizado, Yenzm) y antiactina conjugado con peroxidasa de
rabano rusticano (HRP) (Sigma). Los resultados de los experimentos se exponen en la figura 5. El oligonucleétido
699 (SEQ ID NO: 4) dio lugar a regulacion por disminucién de progerina y regulacién por aumento de lamina A, a
pesar de retirarse de y no solapar con el sitio de corte y empalme criptico del exén 11 de LMNA.
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<210> 1
<211> 270
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia diana de LMNA ejemplar

<400> 1
ggctcccact
ctgtgcggga
gtgggcggac
cgcagtgtgg
ctcctgggea
<210> 2

<211> 270
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

gcagcagctc gggggacccc gctgagtaca acctgcegcete
cctgecgggeca gcecctgccgac aaggcatctg ccageggcetce
ccatctectce tggctcttct gecctccagtg tcacggtcac

ggggcagtgg gggtggcage ttcggggaca atctggtcac

actccagccce ccgaacccag

<223> Secuencia diana de LMNA ejemplar

<400> 2
ggctcccact
ctgtgcggga
gtgggtggac
cgecagtgtgg
ctcctgggceca
<210> 3
<211> 25

<212> ADN
<213> Artificial

gcagcagctc
cctgegggea
ccatctccte

ggggcagtgg

actccagccc

gggggacccc
gcctgecgac
tggctcttct

gggtggcagc

ccgaacccag

gcgcaccgtg
aggagcccag
tcgecagctac

ccgetectac

gctgagtaca acctgcgctc gcgcaccgtg

aaggcatctg ccagcggctc aggagcccag

gcctccagtg tcacggtcac tegecagctac

ttcggggaca atctggtcac ccgctectac
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<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 3
ccgctggeag atgcecttgtc ggcag 25

<210> 4
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 4
ctgagccgcet ggcagatgcec ttgte 25

<210>5
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 5
gctcectgage cgetggeaga tgect 25

<210>6
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 6
tgggctcctg agecgetgge agatg 25

<210>7
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencias de direccion a HGPS ejemplares

<400> 7
cacctgggct cctgagecge tggca 25

<210>8
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 8
ccacccacct gggctcctga gccge 25

<210>9
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 9
gggtccaccc acctgggcete ctgag 25

<210> 10
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 10
agatgggtcc acccacctgg gctcc 25

<210> 11
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 11
gaggagatgg gtccacccac ctggg 25

<210> 12
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 12
gccagaggag atgggtccac ccacc 25

<210> 13
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 13
aagagccaga ggagatgggt ccacc 25

<210> 14
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 14
cagaagagcc agaggagatg ggtcc 25

<210> 15
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 15
gaggcagaag agccagagga gatgg 25

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

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 16
actggaggca gaagagccag aggag 25

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

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 17
acgtggtggt gatggagcag gtcat 25

<210> 18
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 18
actcacgtgg tggtgatgga gcagg 25

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

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 19
gctaccactc acgtggtggt gatgg 25

<210> 20
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 20
cggcggctac cactcacgtg gtggt 25

<210> 21
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 21
cagcggceggc taccactcac gtggt 25

<210> 22
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 22
cctcagegge ggctaccact cacgt 25

<210> 23
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 23
ggcctcageg geggctacca ctcac 25

<210> 24
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 24
gctecggecte ageggeggcet accac 25

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

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 25
cgagtctggg actgaccact cagge 25

<210> 26
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 26
aggctcaggce gggacggcega gtetg 25

<210> 27
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 27
agacaaggct caggcgggac ggcga 25

<210> 28
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 28
agggagacaa ggctcaggceg ggacg 25

<210> 29
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 29
gggaagggag acaaggctca ggcgg 25

<210> 30
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 30
gccectgggaa gggagacaag gectca 25

<210> 31
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 31
gtgggagccc tgggaaggga gacaa 25

<210> 32
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 32
ctgctgcagt gggagcecctg ggaag 25

<210> 33
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 33
agctgctgca gtgggagcecc tggga 25

<210> 34
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<400> 34
ccccegagct getgcagtgg gagee 25

<210> 35
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<220>
<221> misc_feature
<222> (26)..(26)

<223> n = un transportador peptidico de penetracion celular preferente

<400> 35
gctaccactc acgtggtggt gatggn 26

<210> 36
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<220>
<221> misc_feature
<222> (26)..(26)

<223> n = un transportador peptidico de penetracion celular preferente

<400> 36
gggtccaccce acctgggcte ctgagn 26

<210> 37
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> n = unién entre subunidades apn

<220>

<221> misc_feature

<222>(9)..(9)

<223> n = unién entre subunidades apn
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<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> n = union entre subunidades apn

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> n = unién entre subunidades apn

<400> 37
gcnaccacnc acgnggtggn gatgg 25

<210> 38
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

ES 2674929 T3

<223> Secuencia de direccion a HGPS ejemplar

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> n = unién entre subunidades apn

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> n = union entre subunidades apn

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(19)

<223> n = unién entre subunidades apn

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223> n = union entre subunidades apn

<400> 38
gggnccaccc acchgggenc cngag 25

<210> 39
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

<400> 39

Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg

1

<210> 40
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

5
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<400> 40

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg

1 5

<210> 41
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

<400> 41

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Phe Phe

X 5

<210> 42
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracién celular rico en arginina

<400> 42

Arg Arg Arg Arg Arg Phe Phe Arg Arg Arg Arg

1 5

<210>43
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> transportadores peptidicos de penetracion celular ricos en arginina

<400> 43

Arg Arg Arg Arg
1

<210> 44
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

<400> 44

Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 45
<211>6
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

75
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<400> 45
Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 46
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracién celular rico en arginina

<400> 46

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 47
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracién celular rico en arginina

<400> 47

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg

1 5

<210> 48
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracién celular rico en arginina

<400> 48

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg

1 5

<210> 49
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Acp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)
<223> Xaa = Acp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (6)..(6)
<223> Xaa = Acp
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<220>

<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)
<223> Xaa = Acp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (10)..(10)
<223> Xaa = Acp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)
<223> Xaa - Acp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (14)..(14)
<223> Xaa = Acp

<220>

<221> MOD_RES
<222> (16)..(16)
<223> Xaa = Acp

<400> 49
Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa
1 5 10

<210> 50

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Xaa - acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<400> 50

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg

1 5
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<210> 51
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)..(14)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<400> 51

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg

1 5

<210> 52
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> transportador peptidico de penetracién celular rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> Xaa = beta-alanina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Xaa = acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

<223> Xaa = beta-alanina

ES 2674929 T3
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<400> 52

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg
1 5 10

<210> 53
<211>15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> transportador de penetracion celular rico en arginina

<400> 53

Arg Ala Arg Arg Ala Arg Arg Ala Arg Arg Ala Arg Phe Phe Cys
1 5 10 15
<210> 54
<211>15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> transportador peptidico de penetracion celular rico en arginina

<400> 54

Arg Gly Arg Arg Gly Arg Arg Gly Arg Arg Gly Arg Phe Phe Cys
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucledtido de antisentido para reducir la expresién de ARNm de LMNA con corte y empalme anémalo,
teniendo el oligonucledtido una estructura sustancialmente no cargada y estando compuesto de subunidades
morfolino y uniones entre unidades que contienen fésforo que unen un nitrégeno de morfolino de una subunidad con
un carbono 5'-exociclico de una subunidad adyacente,

que contiene 25-40 bases, y

que comprende una secuencia de direccidon que comprende una cualquiera de las SEQ ID NO: 4, 5, 10, 11, 13, 14 y
16,

en el que el oligonucledtido de antisentido se adhiere covalentemente a un péptido de penetracion celular y resto
conector, en el que el resto conector se selecciona de glicina, cisteina, prolina, acido 6-aminohexanoico (Ahx), B-
alanina (B) y Ahx-B, y el péptido de penetracién celular se selecciona de las SEQ ID NO: 39-54.

2. El oligonucledtido de la reivindicaciéon 1, en el que las subunidades morfolino en el oligonucleétido se unen por
uniones que contienen fésforo, de acuerdo con la siguiente estructura:

enlaqueZesSuO,

X =NR'R? u OR®,

Y=00NR/,

Pj es un resto de emparejamiento de bases de purina o pirimidina,
y cada una de dichas uniones se selecciona de:

(a) unién no cargada (a), en la que cada uno de R', R% R, y R’ se selecciona independientemente de
hidrégeno y alquilo inferior;

(b1) unién catiénica (b1), en la que X = NR'R? e Y= O, y NR'R? representa un grupo piperazino sustituido
opcional, de modo que R'R? = -CHRCHRN(R3)(R4)CHRCHR-, en la que

cada R es H, CHs o no existe, y

R? se selecciona de H, alquilo inferior, C(=NH)NH2, Z-L-NHC(=NH)NH>, y [C(O)CHR'NH]H, en el que cuando
Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, L es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud que tiene
enlaces seleccionados de alquilo, alcoxi y alquilamino, R' es una cadena lateral de un aminoacido de origen
natural o un homélogo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

(b2) unién catiénica (b2), en la que X = NR'R?e Y = O, R" = H 0 CHs, y R? = LNR®*R*R®, en la que L, R®, y R*
se definen como anteriormente, y R®es H, alqluilo inferior o (alcoxi)alquilo inferior; y

(b3) union catidnica (b3), en la (gue Y=NR"yX= OR®, y R’ = LNR’R'R®, en la que L, R®, y R? y R® se
definen como anteriormente, y R es H o alquilo inferior; y al menos una de dichas uniones se selecciona de
uniones catiénicas (b1), (b2) y (b3).

3. El oligonucledtido de la reivindicacion 2, donde

(i) cada uno de R’ y R?, en las uniones de tipo (a), es metilo;

(i) al menos una unién es de tipo (b1), donde cada R es H, R* es H, CHs, o un par de electrones, y R® se
selecciona de H, CH3, C(=NH)NH2, y C(O)-L-NHC(=NH)NH;

(iii) al menos una unién es de tipo (b1), donde cada R es H, R* es un par de electrones, y R® se selecciona de
C(=NH)NH y C(O)-L-NHC(=NH)NHy;

(iv) al menos una union es de tipo (b1), donde cada R es H, R* es un par de electrones, y R® se selecciona de
C(=NH)NHz y C(O)-L-NHC(=NH)NH,, y opcionalmente donde R® es C(O)-L-NHC(NH)NH2, y L a un hidrocarburo
que tiene la estructura -(CHz)n-, donde nes de 1 a 12; o

(v) al menos una unién es de tipo (b1), donde cada R es H, y cada uno de R® y R* es independientemente H o
CHs.

4. El oligonucledtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el péptido de penetracion celular se
adhiere en su extremo C al extremo 5' o extremo 3' del oligonucledtido a través del resto conector.

80



10

15

20

25

30

35

40

ES 2674929 T3

5. Un oligonucleétido de antisentido, en el que el oligonucleétido reduce la expresion del ARNm de LMNA con corte
y empalme anémalo, comprendiendo el oligonucleétido una estructura, comprendiendo la estructura una secuencia
de estructuras ciclicas de morfolino unidas por uniones entre subunidades, uniendo las uniones entre unidades un
extremo 3' de una estructura ciclica de morfolino con un extremo 5' de una estructura ciclica de morfolino adyacente,
en el que cada estructura ciclica de morfolino se une a un resto de emparejamiento de bases, de modo que el
oligonucledtido puede unirse de una manera especifica de secuencia a un acido nucleico diana, que comprende una
secuencia de direccion que comprende una cualquiera de las SEQ ID NO: 4, 5, 10, 11, 13, 14 y 16, en el que las
uniones entre subunidades tienen la siguiente estructura general (1):

W
I
X

.

|
5|

(1)

0 una sal o isémero de la misma, y en el que cada una de las uniones () entre subunidades son independientemente
union (A) o union (B):

en el que para la union (A):

W es, en cada caso, independientemente S u O;
X es, en cada caso, independientemente -N(CHs)z, -NR'R?, -OR® o;

RS R
RS
AN
N N—g—
R4
R® R®

(11)

Y es en cada caso, independientemente O o -NR?,

R es, en cada caso, independientemente hldrogeno o metilo;

R es, en cada caso, independientemente hidrogeno o -LNR*R°R’;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C4-Ce;

R* es, en cada caso, independientemente hidrégeno, metilo, -C(=NH)NH;, -Z-L-NHC(=NH)NH; o -
[C(O)CHR'NH]wH, donde Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, R' es una cadena lateral de un
ammoamdo de origen natural o un homaélogo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones;

R es, en cada caso, independientemente hidrégeno o metilo;

R’ es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-Cg 0 alcoxialquilo C4-Ce;

L es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud que comprende grupos alquilo, alcoxi o
alquilamino, o combinaciones de los mismos; y

en el que para la unién (B):

W es, en cada caso, independientemente S u O;
X es, en cada caso, independientemente - NRSR9 u OR3
Y es, en cada caso, independientemente O o -NR™
Ysy W son cada uno O,
es, en cada caso, independientemente hidrégeno o alquilo C2-Ciy;
R es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C1-Cz, aralquno C1 C12 o arilo;
R' es, en cada caso, independientemente hidrégeno, alquilo C4-C12 0 - -LNR*R°R’;
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en el que R® y R® pueden unirse para formar un heterociclo mono- o biciclico de 5-18 miembros o R® R°oR®
pueden unirse con R para formar un heterociclo de 5-7 miembros, y en el que, cuando X es 4-piparazino, X
tiene la siguiente estructura (111):

R12
/M
N N—g—
R \_‘_/
R12
R

en la que:

R es, en cada caso, independientemente alquilo C2-C12, aminoalquilo C4-C3, alquilcarbonilo C4-C3, arilo,
heteroarilo o heterociclilo; y

R es, en cada caso, independientemente un par de electrones, hidrégeno o alquilo C4-C12; y

R'? es, en cada caso, independientemente, hidrogeno, alquilo C1-C12, aminoalquilo C1-C1z, -NHa, -NR"*R™, -
NRPR™R'S, alquilcarbonilo  C4-Cy2, oxo, -CN, ftrifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo,
amidinilalquilcarbonil guanidinilo, guanidinilalquilo, guanidinilalquilcarbonilo, colato, desoxicolato, arilo,
heteroarilo, heterociclo, -SR™® o alcoxi Ci-C12, en la que R13, R™ y R'S son, en cada caso,
independientemente alquilo C1-C12;

en el que al menos una de las uniones entre subunidades es la unién (B), o en el que cada unién (B), si esta
presente, tiene la misma estructura en cada caso; y

en el que el oligonucledtido de antisentido se adhiere covalentemente a un péptido de penetracion celular y
resto conector, en el que el resto conector se selecciona de glicina, cisteina, prolina, acido 6-aminohexanoico
(Ahx), B-alanina (B) y Ahx-B, y el péptido de penetracion celular se selecciona de las SEQ ID NO: 39-54.

6. El oligonucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la secuencia de direccion consiste en
una cualquiera de las SEQ ID NO: 4, 5, 10, 11, 13, 14 y 16.

7. El oligonucledtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la secuencia de direccion es la SEQ ID
NO: 4.

8. El oligonucleodtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la secuencia de direccion es la SEQ ID
NO: 5.

9. El oligonucleodtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la secuencia de direccion es la SEQ ID
NO: 10.

10. El oligonucledtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la secuencia de direccion es la SEQ
ID NO: 11.

11. El oligonucledtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la secuencia de direccién es la SEQ
ID NO: 13.

12. El oligonucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la secuencia de direccion es la SEQ
ID NO: 14.

13. El oligonucledtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la secuencia de direccion es la SEQ
ID NO: 16.
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Péptido de transporte
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