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DESCRIPCION

Métodos y medios para el salto eficaz de al menos uno de los siguientes exones del gen de distrofia muscular de
Duchenne humana: 43, 46, 50-53.

Campo

[0001] La invencion se refiere al campo de la genética, mas especificamente la genética humana. La invencion
en particular se refiere a la modulacion del empalme del pre-ARNm de la distrofia muscular de Duchenne
humana.

Antecedentes de la invencion

[0002] Las miopatias son trastornos que resultan en degradacion funcional de los musculos. La distrofia muscular
(MD) se refiere a enfermedades genéticas que se caracterizan por debilidad y degeneracién progresiva de los
musculos esqueléticos. La distrofia muscular de Duchenne (DMD) y la distrofia muscular de Becker (BMD) son
las formas méas comunes de distrofia muscular en la infancia. Son trastornos recesivos y, debido a que el gen
responsable de la DMD y de la BMD reside en el cromosoma X, las mutaciones afectan principalmente a varones
con una incidencia de aproximadamente 1 de 3500 nifios.

[0003] La DMD y la BMD estan causadas por defectos genéticos en el gen de DMD que codifica la distrofina, una
proteina muscular que se requiere para las interacciones entre el citoesqueleto y la matriz extracelular para
mantener la estabilidad de las fibras musculares durante la contraccién. La DMD es un trastorno neuromuscular
severo y letal que da como resultado una dependencia en soporte de silla de ruedas antes de la edad de 12 y los
pacientes con DMD frecuentemente mueren antes de la edad de treinta debido a un fallo respiratorio o cardiaco.
En cambio, los pacientes con BMD permanecen frecuentemente ambulatorios hasta mas tarde en la vida y tienen
esperanzas de vida casi normales. Las mutaciones DMD en el gen de DMD se caracterizan por inserciones o
deleciones o mutaciones puntuales sin sentido que cambian el marco, dando como resultado la ausencia de
distrofina funcional. Las mutaciones de BMD en general mantienen el marco de lectura intacto, permitiendo la
sintesis de una distrofina parcialmente funcional.

[0004] Durante la ultima década, la modificacion especifica del empalme para restaurar el marco de lectura
interrumpido de la transcripcion de distrofina ha emergido como una terapia prometedora para la distrofia
muscular de Duchenne (DMD) (van Ommen, van Deutekom, Aartsma-Rus, Curr Mol Opin Ther. 2008;10(2):140-
9, Yokota, Duddy, Partidge, Acta Myol. 2007;26(3): 179-84, van Deutekom et al., N Engl J Med.
2007;357(26):2677-86). Utilizando oligonucleétidos antisentido (AON) que interfieren con el empalme de sefiales,
el salto de exones especificos se puede inducir en el pre-ARNm de DMD, restaurando asi el marco de lectura
abierto y convirtiendo la DMD severa en un fenotipo BMD mas suave (van Deutekom et al. Hum Mol Genet.
2001; 10: 1547-54; Aartsma-Rus et al., Hum Mol Genet 2003; 12(8):907-14.). La demostracion conceptual in vivo
se obtuvo primero en el modelo de ratdn mdx, que tiene deficiencia de distrofina debido a una mutacién sin
sentido en el exdn 23. Las inyecciones intramusculares e intravenosas de AON dirigidas al exén 23 mutado
restauraron la expresién de distrofina durante al menos tres meses (Lu et al. Nat Med. 2003; 8: 1009-14; Lu et
al., Proc Natl Acad Sci USA. 2005;102(1):198-203). Esto se acompafid de restauracion de proteinas asociadas a
la distrofina en la membrana de la fibra, asi como de mejora funcional del misculo tratado. El salto in vivo de
exones humanos también se ha conseguido en el modelo de ratén con hDMD, que contiene una copia completa
del gen de DMD humano integrado en el cromosoma 5 del raton (Bremmer-Bout et al. Molecular Therapy. 2004;
10: 232-40; 't Hoen et al. J Biol Chem. 2008; 283: 5899-907).

[0005] Recientemente, un primer estudio en humanos se completé exitosamente donde un AON que induce el
salto del ex6n 51 se inyect6 en una pequefia area del musculo anterior tibial de cuatro pacientes con DMD.
Nueva expresion de distrofina se observé en la mayoria de las fibras musculares en todos los cuatros pacientes
tratados, y el AON fue seguro y bien tolerado (van Deutekom et al. N Engl J Med. 2007; 357: 2677-86).

Descripcion de la invencién
Método

[0006] La invencion se define en las reivindicaciones. En un primer aspecto, la presente descripcién proporciona
un método para inducir y/o promover el salto de al menos uno de los exones 43, 46, 50-53 del pre-ARNm de
DMD en un paciente, preferiblemente en una célula aislada de un paciente, donde el método comprende
proporcionar a dicha célula y/o dicho paciente una molécula que se enlaza a una extension continua de al menos
8 nucledtidos dentro de dicho exon.

[0007] Por consiguiente, un método segun la invencion se proporciona para inducir y/o promover el salto de al

menos el exén 52 de pre-ARNm de DMD en una célula aislada de un paciente, donde el método comprende
proporcionar a dicha célula y/o dicho paciente un oligonucleétido que se enlaza a una extension continua de al
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menos 8 nucledtidos dentro de dicho exén. Debe entenderse que dicho método abarca un método in vitro o ex
vivo.

[0008] Tal y como se define en este documento, un pre-ARNm de DMD significa preferiblemente el pre-ARNm de
un gen de DMD de un paciente con DMD o BMD.

[0009] Un paciente se entiende preferiblemente que significa un paciente con DMD o BMD como se define mas
tarde en este documento o un paciente susceptible de desarrollar DMD o BMD debido a su contexto genético. En
el caso de un paciente con DMD, un oligonucleétido usado corregira preferiblemente una mutaciéon presente en
el gen de DMD de dicho paciente y, por lo tanto, creara preferiblemente una proteina DMD que se parecera a
una proteina BMD: dicha proteina sera preferiblemente una distrofina funcional como se define mas tarde en este
documento. En el caso de un paciente con BMD, un oligonucleétido usado corregira preferiblemente una
mutacién presente en el gen BMD de dicho paciente y, por lo tanto, creara preferiblemente una distrofina que
serd mas funcional que la distrofina que estaba originalmente presente en dicho paciente con BMD.

[0010] EI salto del exdn se refiere a la induccion en una célula de un ARNm maduro que no contiene un exon
particular que estd normalmente presente en el mismo. El salto del exdn se realiza mediante una célula que
expresa el pre-ARNm de dicho ARNm con una molécula capaz de interferir con secuencias esenciales tales
como, por ejemplo, el donador de empalme de la secuencia de aceptor de empalme que se requiere para el
empalme de dicho exdn, o una molécula que es capaz de interferir con una sefial de inclusién de exén que se
requiere para el reconocimiento de una extensioén de nucleétidos como un exén que se va a incluir en el ARNm.
El término pre-ARNm se refiere a un ARNm precursor no procesado o parcialmente procesado que se sintetiza a
partir de un modelo de ADN en el nucleo celular por transcripcion.

[0011] En el contexto de la invencion y divulgacion, inducir y/o promover el salto de un exén como se indica en
este documento significa que al menos el 1 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas
del ARNm de DMD en una o mas células (musculares) de un paciente tratado no contendra dicho exén. Esto se
valora preferiblemente mediante PCR como se describe en los ejemplos.

[0012] Preferiblemente, un método de la invencién o divulgacién de inducir y/o promover el salto de al menos uno
de los siguientes exones 43, 46, 50-53 del pre-ARNm de DMD en una o mas células (musculares) de un paciente
proporciona a dicho paciente una proteina distrofina funcional y/o reduce la produccién de una proteina distrofina
aberrante en dicho paciente y/o aumenta la produccion de una distrofina funcional en dicho paciente.
Proporcionar a un paciente una proteina distrofina funcional y/o disminuir la produccién de una proteina distrofina
aberrante en dicho paciente se aplica tipicamente a un paciente con DMD. Aumentar la producciéon de una
distrofina funcional se aplica tipicamente a un paciente con BMD.

Por lo tanto, un método preferido de la invencién o divulgacién es un método donde a un paciente 0 a una o mas
células de dicho paciente se proporciona una proteina distrofina funcional y/o donde la produccion de una
proteina distrofina aberrante en dicho paciente se disminuye y/o donde la produccién de una distrofina funcional
se aumenta en dicho paciente, donde el nivel de dicha distrofina aberrante o funcional se evalla por
comparacion con el nivel de dicha distrofina en dicho paciente al inicio del método. La disminuciéon de la
produccion de una distrofina aberrante se puede evaluar en el nivel de ARNm y preferiblemente significa que el
99 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 % o menos de la cantidad inicial de ARNm de
distrofina aberrante sigue siendo detectable por RT-PCR. Un ARNm o proteina distrofina aberrante también se
denomina en este caso como un ARNm o proteina distrofina no funcional. Una proteina distrofina no funcional es
preferiblemente una proteina distrofina que no es capaz de enlazarse a actina y/o miembros del complejo de
proteina DGC. Un ARNm de proteina distrofina o de distrofina no funcional no tiene tipicamente, o no codifica,
una proteina distrofina con un C-terminal intacto de la proteina.

El incremento de la produccion de una distrofina funcional en dicho paciente o en una célula de dicho paciente se
puede evaluar en el nivel de ARNm (por analisis RT-PCR) y preferiblemente significa que una cantidad
detectable de un ARNm de distrofina funcional es detectable por RT-PCR. En otra forma de realizacion, el 1 %, 5
%, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas del ARNm de distrofina detectable es un
ARNmMm de distrofina funcional.

[0013] El aumento de la produccion de una distrofina funcional en dicho paciente o en una célula de dicho
paciente se puede evaluar en el nivel de proteina (por andlisis de inmunofluorescencia y de transferencia
Western) y preferiblemente significa que una cantidad detectable de una proteina distrofina funcional es
detectable por analisis de inmunofluorescencia o de transferencia Western. En otra forma de realizacion, el 1 %,
5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas de la proteina distrofina detectable es una
proteina distrofina funcional.

[0014] Tal y como se define en este documento, una distrofina funcional es preferiblemente una distrofina de tipo
salvaje que corresponde con una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos identificada en la SEQ ID N.°:
1. Una distrofina funcional es preferiblemente una distrofina, que tiene un dominio de enlace a actina en su parte
N terminal (primeros 240 aminoacidos en el N terminal), un dominio rico en cisteina (aminoacidos 3361 hasta
3685) y un dominio C terminal (Gltimos 325 aminoacidos en el C terminal) donde cada uno de estos dominios
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estan presentes en una distrofina de tipo salvaje como es conocido para la persona experta. Los aminoacidos
indicados en este documento corresponden a los aminoacidos de la distrofina de tipo salvaje que se representan
en la SEQ ID N.° 1. En otras palabras, una distrofina funcional es una distrofina que muestra al menos hasta
cierto punto una actividad de una distrofina de tipo salvaje. "Al menos hasta cierto punto" significa
preferiblemente al menos el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 100 % de una
actividad correspondiente de una distrofina funcional de tipo salvaje. En este contexto, una actividad de una
distrofina funcional es preferiblemente enlace a actina y al complejo de glicoproteina asociada a distrofina (DGC)
(Aartsma-Rus A et al, (2006), Entries in the leiden Duchenne Muscular Dystrophy mutation database: an
overview of mutation types and paradoxical cases that confirm the reading-frame rule, Muscle Nerve, 34: 135-
144). El enlace de distrofina a actina y al complejo DGC se puede visualizar o bien por coinmunoprecipitacion
usando extractos de proteina total o bien por andlisis de inmunofluorescencia de secciones transversales, a partir
de una biopsia muscular, como es conocido para la persona experta.

[0015] Los individuos o pacientes que padecen distrofia muscular de Duchenne tienen tipicamente una mutacién
en el gen que codifica la distrofina que evita la sintesis de la proteina completa, es decir, de una parada
prematura evita la sintesis del C-terminal. En la distrofia muscular de Becker, el gen de DMD también comprende
una mutacion en comparacion con el gen de tipo salvaje, pero la mutacion no induce tipicamente una parada
prematura y el C-terminal se sintetiza tipicamente. Como resultado, se sintetiza una proteina distrofina funcional
gue tiene al menos la misma especie de actividad que la proteina de tipo salvaje, aunque no necesariamente la
misma cantidad de actividad. El genoma de un individuo con BMD codifica tipicamente una proteina distrofina
que comprende la parte N terminal (primeros 240 aminoacidos en el N terminal), un dominio rico en cisteina
(aminoacidos 3361 hasta 3685) y un dominio C terminal (Gltimos 325 aminoé&cidos en el C terminal), pero su
dominio con forma de barra central puede ser mas corto que el de una distrofina de tipo salvaje (Aartsma-Rus A
et al, (2006), Entries in the leiden Duchenne Muscular Dystrophy mutation database: an overview of mutation
types and paradoxical cases that confirm the reading-frame rule, Muscle Nerve, 34: 34: 135-144). El salto del
exon para el tratamiento de la DMD se dirige tipicamente a superar una parada prematura en el pre-ARNm
mediante el salto de un exdn en el dominio en forma de barra para corregir el marco de lectura y permitir la
sintesis del resto de la proteina distrofina que incluye el C-terminal, aunque la proteina sea algo mas pequefia
como resultado de un dominio de barra menor. En una forma de realizacion preferida, a un individuo que tiene
DMD y en tratamiento con un método tal y como se define en este documento se le proporcionard una distrofina
que muestra al menos hasta cierto punto una actividad de una distrofina de tipo salvaje. Mas preferiblemente, si
dicho individuo es un paciente con Duchenne o se sospecha que es un paciente con Duchenne, una distrofina
funcional es una distrofina de un individuo con BMD: tipicamente dicha distrofina es capaz de interactuar tanto
con la actina como con el DGC, pero su dominio con forma de barra central puede ser mas corto que el de una
distrofina de tipo salvaje (Aartsma-Rus A et al, (2006), Entries in the leiden Duchenne Muscular Dystrophy
mutation database: an overview of mutation types and paradoxical cases that confirm the reading-frame rule,
Muscle Nerve, 34: 135-144). El dominio en forma de barra central de la distrofina de tipo salvaje comprende 24
repeticiones de tipo espectrina (Aartsma-Rus A et al, (2006), Entries in the leiden Duchenne Muscular Dystrophy
mutation database: an overview of mutation types and paradoxical cases that confirm the reading-frame rule,
Muscle Nerve, 34: 135-144). Por ejemplo, un dominio en forma de barra central de una distrofina como se
proporciona en este documento puede comprender de 5 a 23, de 10 a 22 o de 12 a 18 repeticiones de tipo
espectrina siempre y cuando se pueda enlazar a actinay a DGC.

[0016] Un método de la invencién o divulgacion puede aliviar una 0 mas caracteristicas de una célula miogénica
0 muscular de un paciente o aliviar uno o0 mas sintomas de un paciente con DMD que tiene una delecion que
incluye, pero de forma no limitativa, los exones 44, 44-46, 44-47, 44-48, 44-49, 44-51, 44-53 (corregible por salto
del exdn 43), 19-45, 21-45, 43-45, 45, 47-54, 47-56 (corregible por salto del exén 46), 51, 51-53, 51-55, 51-57
(corregible por salto del exén 50), 13-50, 19-50, 29-50, 43-50, 45-50, 47-50, 48-50, 49-50, 50, 52 (corregible por
salto del exdén 51), los exones 8-51, 51, 53, 53-55, 53-57, 53-59, 53-60, (corregible por salto del exén 52) y los
exones 10-52, 42-52, 43-52, 45-52, 47-52, 48-52, 49-52, 50-52, 52 (corregible por salto del exdn 53) en el gen de
DMD, que ocurre en un total del 68 % de todos los pacientes con DMD con una delecion (Aartsma-Rus et al.,
Hum. Mut. 2009).

Alternativamente, un método de la invencion o divulgacién puede mejorar una 0 mas caracteristicas de una
célula muscular de un paciente o aliviar uno 0 mas sintomas de un paciente con DMD que tiene mutaciones
pequefias en, o duplicaciones de exdn Unico del exdn 43, 46, 50-53 en el gen de DMD, que ocurre en un total del
36 % de todos pacientes con DMD con una delecion (Aartsma-Rus et al, Hum. Mut. 2009)

[0017] Ademas, para algunos pacientes se requiere el salto simultdneo de uno de méas exones ademas del exdn
43, ex6n 46 y/o exdn 50-53 para restaurar el marco de lectura abierto, entre los que se incluyen pacientes con
deleciones especificas, mutaciones (puntuales) pequefias, o duplicaciones de exdn dobles o mdltiples, tales
como (pero de forma no limitativa) una delecion de los exones 44-50 que requiere el salto conjunto de los exones
43 y 51, con una delecién de los exones 46-50 que requiere el salto conjunto de los exones 45 y 51, con una
delecion de los exones 44-52 que requiere el salto conjunto de los exones 43 y 53, con una delecién de los
exones 46-52 que requiere el salto conjunto de los exones 45 y 53, con una delecién de los exones 51-54 que
requiere el salto conjunto de los exones 50 y 55, con una delecién de los exones 53-54 que requiere el salto
conjunto de los exones 52 y 55, con una delecion de los exones 53-56 que requiere el salto conjunto de los
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exones 52 y 57, con una mutacion sin sentido en el exén 43 o el exén 44 que requiere el salto conjunto de los
exones 43 y 44, con una mutacion sin sentido en el exén 45 o el exén 46 que requiere el salto conjunto de los
exones 45 y 46, con una mutacion sin sentido en el exén 50 o el exén 51 que requiere el salto conjunto de los
exones 50 y 51, con una mutacion sin sentido en el exén 51 o el exén 52 que requiere el salto conjunto de los
exones 51 y 52, con una mutacion sin sentido en el exén 52 o el exén 53 que requiere el salto conjunto de los
exones 52 y 53, o con una duplicacién de exén doble o mltiple que implica a los exones 43, 46, 50, 51, 52,
y/o 53.

[0018] En un método preferido de la divulgacién, se induce el salto del exén 43, o se induce el salto del exén 46,
o se induce el salto del exon 50, o se induce el salto del exdn 51, o se induce el salto del exén 52, o se induce el
salto del exén 53. Una induccién del salto de dos de estos exones también se abarca por un método de la
divulgacion. Por ejemplo, preferiblemente el salto de los exones 50 y 51, 0 52 y 53, 043y 51,043y 53,051y
52. Dependiendo del tipo y de la identidad (los exones especificos implicados) de la mutacién identificada en un
paciente, la persona experta conocera qué combinacién de exones se necesita saltarse en dicho paciente.

[0019] En un método preferido, uno o mas sintomas de un paciente con DMD o BMD se alivia(n) y/o una o mas
caracteristicas de una o mas células musculares de un paciente con DMD o BMD se mejora(n). Tales sintomas o
caracteristicas se pueden evaluar en el nivel de célula, de tejido o en el propio paciente.

[0020] Un alivio de una 0 mas caracteristicas se puede evaluar por cualquiera de los ensayos siguientes en una
célula miogénica o célula muscular de un paciente: absorcién de calcio reducida por células musculares, sintesis
de colageno disminuida, morfologia alterada, biosintesis de lipidos alterada, estrés oxidativo disminuido, y/o
funcion, integridad, y/o supervivencia mejorada de las fibras musculares. Estos parametros se evalGan
normalmente usando andlisis de inmunofluorescencia y/o histoquimicos de secciones transversales a partir de
biopsias musculares.

La mejora de la funcion, integridad y/o supervivencia de las fibras musculares se puede evaluar utilizando al
menos uno de los siguientes ensayos: una reduccion detectable de quinasa creatina en la sangre, una reduccion
detectable de necrosis de fibras musculares en una seccién transversal de biopsia de un masculo sospechoso de
ser distréfico, y/o un aumento detectable de la homogeneidad del didmetro de las fibras musculares en una
seccion transversal de biopsia de un musculo sospechoso de ser distrofico. Cada uno de estos ensayos es
conocido para la persona experta.

[0021] La quinasa creatina se puede detectar en la sangre como se describe en Hodgetts et al (Hodgetts S., et al,
(2006), Neuromuscular Disorders, 16: 591-602.2006). Una reduccion detectable de quinasa creatina puede
significar una reduccioén del 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas en comparacion
con la concentracién de quinasa creatina en un mismo paciente con DMD o BMD antes del tratamiento.

[0022] Una reduccién detectable de necrosis de fibras musculares se evalia preferiblemente en una biopsia
muscular, mas preferiblemente como se describe en Hodgetts et al (Hodgetts S., et al, (2006), Neuromuscular
Disorders, 16: 591-602.2006) usando secciones transversales de biopsia. Una reduccion detectable de necrosis
puede ser una reduccién del 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas del area donde
la necrosis se ha identificado usando secciones transversales de biopsia. La reduccidon se mide por comparacion
con la necrosis evaluada en un mismo paciente con DMD o BMD antes del tratamiento.

[0023] Un aumento detectable de la homogeneidad del didmetro de una fibra muscular se evalla preferiblemente
en una seccion transversal de biopsia muscular, mas preferiblemente como se describe en Hodgetts et al
(Hodgetts S., et al, (2006), Neuromuscular Disorders, 16: 591-602.2006). El aumento se mide por comparacion
con la homogeneidad del didmetro de una fibra muscular en un mismo paciente con DMD o BMD antes del
tratamiento.

Un alivio de uno o mas sintomas se puede evaluar por cualquiera de los ensayos siguientes en el propio
paciente: prolongacion del tiempo para perder la capacidad de andar, mejora de la fuerza muscular, mejora de la
capacidad para levantar peso, mejora del tiempo necesitado para levantarse del suelo, mejora en el tiempo para
andar nueve metros, mejora en el tiempo necesitado para subir cuatro escalones, mejora del grado de funcion de
la pierna, mejora de la funciéon pulmonar, mejora de la funcion cardiaca, mejora de la calidad de vida. Cada uno
de estos ensayos es conocido para la persona experta. Como un ejemplo, la publicacién de Manzur et al (Manzur
AY et al, (2008), Glucocorticoid corticosteroids for Duchenne muscular dystrophy (revision), Wiley publishers, The
Cochrane collaboration.) da una explicacién extensa de cada uno de estos ensayos. Para cada uno de estos
ensayos, tan pronto como se descubre una mejora detectable o una prolongacion de un parametro medido en un
ensayo, significard preferiblemente que uno o mas sintomas de distrofia muscular de Duchenne o de distrofia
muscular de Becker se han aliviado en un individuo utilizando un método de la invencion. La mejora o
prolongacién detectable es preferiblemente una mejora o prolongacién estadisticamente significativa como se
describe en Hodgetts et al (Hodgetts S., et al, (2006), Neuromuscular Disorders, 16: 591-602.2006).
Alternativamente, el alivio de uno o mas sintomas de distrofia muscular de Duchenne o de distrofia muscular de
Becker se puede evaluar midiendo una mejora de una funcion, integridad y/o supervivencia de la fibra muscular
como se define mas tarde en este documento.
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[0024] Un tratamiento en un método segun la invencién puede tener una duracién de al menos una semana, al
menos un mes, al menos varios meses, al menos un afio, al menos 2, 3, 4, 5, 6 afios 0 més.

Cada molécula u oligonucleétido o equivalente de los mismos tal y como se define en este documento para el
uso segun la invencion puede ser adecuado para la administracién directa a una célula, un tejido y/o un érgano in
vivo de individuos afectados por DMD o BMD o en riesgo de desarrollarla, y se puede administrar directamente in
vivo, ex vivo o in vitro. La frecuencia de administracion de una molécula o un oligonucleétido o una composicion
de la invencién puede depender de diferentes parametros tales como la edad del paciente, la mutacion del
paciente, el nimero de moléculas (dosis), la formulacion de dicha molécula. La frecuencia puede oscilar entre al
menos una vez cada dos semanas, 0 tres semanas 0 cuatro semanas 0 cinco semanas 0 un periodo de tiempo
mas largo.

[0025] Una molécula u oligonucledtido o equivalente de los mismos se puede administrar como tal a una célula.
Al administrar dicha molécula, oligonucleétido o equivalente de los mismos a un individuo, se prefiere que esté
disuelto en una solucion que sea compatible con el método de administracion. Para la administracion
intravenosa, subcutanea, intramuscular, intratecal y/o intraventricular, se prefiere que la solucién sea una
solucion salina fisioldgica. Particularmente preferido para un método de la invencion es el uso de un excipiente
gue mejorara adicionalmente la administracion de dicha molécula, oligonucleétido o equivalente funcional de los
mismos tal y como se define en este documento, a una célula y en una célula, preferiblemente una célula
muscular. Los excipientes preferidos se definen en el apartado titulado "Composicion farmacéutica".

[0026] En un método preferido de la invencidn, se usa un oligonucleétido antisentido adicional que es capaz de
inducir y/o promover el salto de otro exdn del pre-ARNm de DMD de un paciente. Preferiblemente, el segundo
exon se selecciona de: exon 51, 53, 55, 57, 59 o0 69 del pre-ARNm de DMD de un paciente. Las moléculas que
se pueden usar se representan en cualquiera de las tablas 1 a 7. De esta manera, se evita la inclusion de dos o
mas exones de un pre-ARNm de DMD en ARNm producido a partir de este pre-ARNm. Esta forma de realizacion
es posteriormente referida como salto de exdn doble o mdltiple (Aartsma-Rus A, Janson AA, Kaman WE, et al.
Antisense-induced multiexon skipping for Duchenne muscular dystrophy makes more sense. Am J Hum Genet
2004;74(1):83-92, Aartsma-Rus A, Kaman WE, Weij R, den Dunnen JT, van Ommen GJ, van Deutekom JC.
Exploring the frontiers of therapeutic exon skipping for Duchenne muscular dystrophy by double targeting within
one or multiple exons. Mol Ther 2006;14(3):401-7). En la mayoria de los casos, el salto del exdn doble produce la
exclusién de solo los dos seleccionados como objetivo del pre-ARNm de DMD. Sin embargo, en otros casos se
ha observado que los exones objetivo y toda la region entremedias de dichos exones en dicho pre-ARNm no
estaban presentes en el ARNm producido incluso cuando otros exones (exones intervinientes) estaban presentes
en tal region. Este salto miltiple fue, por lo tanto, notable para la combinacion de oligonucleétidos derivados del
gen de DMD, donde un oligonucleottido para el exén 45 y un oligonucle6tido para el exén 51 se afiadieron a una
célula que transcribe el gen de DMD. Tal disposicion resulté en la produccién de ARNm que no contenia los
exones 45 a 51. Aparentemente, la estructura del pre-ARNm en presencia de los oligonucledtidos mencionados
fue tal que la maquinaria de empalme se estimulé para conectar los exones 44 y 52 entre si.

Es posible promover especificamente el salto de también los exones intervinientes proporcionando un enlace
entre los dos oligonucledtidos complementarios. Por lo tanto, en una forma de realizacion, extensiones de
nucleétidos complementarios a al menos dos exones de distrofina se separan por una fraccion de enlace. Al
menos dos extensiones de nucleétidos se enlazan asi en esta forma de realizacion para formar una molécula
Unica.

[0027] En el caso de que se usen mas de un compuesto o una molécula en un método de la invenciéon o
divulgacion, dichos compuestos se pueden administrar a un individuo en cualquier orden. En una forma de
realizacién, dichos compuestos se administran simultaneamente (lo que significa que dichos compuestos se
administran en 10 horas, preferiblemente en una hora). Esto, sin embargo, no es necesario. En otra forma de
realizacién, dichos compuestos se administran consecutivamente.

Molécula

[0028] En un segundo aspecto, se proporciona una molécula para el uso en un método como se describe en el
apartado precedente titulado "Método". Una molécula tal y como se define en este documento es preferiblemente
un oligonucledtido u oligonucledtido antisentido (AON).

[0029] Se ha descubierto por los presentes investigadores que cualquiera de los exones 43, 46, 50-53 se salta
especificamente a una alta frecuencia utilizando una molécula que preferiblemente se enlaza a una extension
continua de al menos 8 nucleétidos dentro de dicho exdon. Aunque este efecto se puede asociar a una afinidad de
enlace superior de dicha molécula, en comparacion con una molécula que se enlaza a una extensién continua
inferior a 8 nucledtidos, podria haber otros parametros intracelulares implicados que favorecen las caracteristicas
termodinamicas, cinéticas o estructurales del duplex hibrido. En una forma de realizacion preferida, se usa una
molécula que se enlaza a una extensién continua de al menos 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
nucleétidos dentro de dicho exon.
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[0030] En una forma de realizacion preferida, una molécula o un oligonucledétido de la divulgacion que comprende
una secuencia que es complementaria a una parte de cualquiera de los exones 43, 46, 50, 51 0 53 de pre-ARNm
de DMD, o una molécula o un oligonucledtido de la invencién que comprende una secuencia que es
complementaria a una parte del exén 52 de pre-ARNm de DMD, es tal que la parte complementaria es al menos
el 50 % de la longitud del oligonucleétido de la invencion, mas preferiblemente al menos el 60 %, aun mas
preferiblemente al menos el 70 %, ain mas preferiblemente al menos el 80 %, aun mas preferiblemente al
menos el 90 % o aln mas preferiblemente al menos el 95 %, o aln mas preferiblemente el 98 % y de la forma
mas preferible hasta el 100 %. "Una parte de dicho exdn" significa preferiblemente una extensioén de al menos 8
nucleétidos. En una forma de realizacién mas preferida, un oligonucleétido de la invencion o divulgacién consiste
en una secuencia que es complementaria a parte de dicho exén pre-ARNm de DMD tal y como se define en este
documento. Por ejemplo, un oligonucleétido puede comprender una secuencia que es complementaria a parte de
dicho pre-ARNm de DMD de exdn tal y como se define en este documento y secuencias flanqueadoras
adicionales. En una forma de realizacién mas preferida, la longitud de dicha parte complementaria de dicho
oligonucledtido es de al menos 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 nucleodtidos. Preferiblemente, se
utilizan secuencias flanqueadoras adicionales para modificar el enlace de una proteina a dicha molécula u
oligonucledtido, o para modificar una propiedad termodinamica del oligonucleétido, méas preferiblemente para
modificar la afinidad de enlace a ARN objetivo.

[0031] Una molécula preferida para usarse en un método de la divulgacién se enlaza o es complementaria a una
extensién continua de al menos 8 nucle6tidos en una de las siguientes secuencias de nucleétidos seleccionadas
de:

5'-AGAUAGUCUACAACAAAGCUCAGGUCGGAUUGACAUUAUUCAUAGCAAGAAGACAGCAGCA-
UUGCAAAGUGCAACGCCUGUGG-3' (SEQ ID N.°: 2) para el salto del ex6n 43;

5-UUAUGGUUGGAGGAAGCAGAUAACAUUGCUAGUAUCCCACUUGAACCUGGAAAAGAGCAG-
CAACUAAAAGAAAAGC-3' (SEQ ID N.°: 3) para el salto del exdn 46;

5-GGCGGTAAACCGUUUACUUCAAGAGCUGAGGGCAAAGCAGCCUGACCUAGC
UCCUGGACUGACCACUAUUGG-3' (SEQ ID N.°: 4) para el salto del exén 50;

5'-
CUCCUACUCAGACUGUUACUCUGGUGACACAACCUGUGGUUACUAAGGAAACUGCCAUCUCCAA
ACUAGAAAUGCCAUCUUCCUUGAUGUUGGAGGUAC-3' (SEQ ID N.°: 5) para el salto del ex6n 51; y

5-AAAUGUUAAAGGAUUCAACACAAUGGCUGGAAGCUAAGGAAGAAGCUGAGCAGGUCUUAG-
GACAGGCCAGAG-3' (SEQ ID N.°: 7) para el salto del exdn 53.

[0032] Una molécula preferida para usarse en un método de la invencion se enlaza o es complementaria a una
extension continua de al menos 8 nucledtidos en la siguiente secuencia de nucle6tidos:
5'-AUGCAGGAUUUGGAACAGAGGCGUCCCCAGUUGGAAGAACUCAUUACCGCUGCCCAAAAUU-
UGAAAAACAAGACCAGCAAUCAAGAGGCU-3' (SEQ ID N.°: 6) para el salto del exdn 52.

[0033] De las numerosas moléculas que tedricamente se pueden preparar para enlazarse a las extensiones
continuas de nucledtidos tal y como se define en las SEQ ID N.° 2-7 en uno de dichos exones, la invencién y
divulgacion proporcionan moléculas diferentes que se pueden usar en un método para el salto eficaz de al
menos uno del exén 43, exdn 46 y/o exdn 50-53. Aunque el efecto del salto se puede conducir a la densidad
relativamente alta de los sitios de enlace a proteinas SR putativos en dichas extensiones, podria haber otros
parametros implicados que favorecen la absorcién de la molécula u otros parametros intracelulares tales como
caracteristicas termodinamicas, cinéticas o estructurales del duplex hibrido.

[0034] Se descubrié que una molécula que se enlaza a una extensién continua comprendida en 0 consistente en
cualquiera de las SEQ ID N.° 2-7 resulta en el salto altamente eficaz del exdn 43, exén 46 y/o exdén 50-53
respectivamente en una célula y/o en un paciente al que se proporciona esta molécula. Por lo tanto, en una
forma de realizaciéon preferida, se proporciona un método donde una molécula se enlaza a una extension
continua de al menos 8, 10, 12, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 nucleétidos en las SEQ ID N.° 2-7.

[0035] En una forma de realizacién preferida para inducir y/o promover el salto de cualquiera del exén 43, exon
46 ylo ex6n 50-53, la invenciéon o divulgacion proporciona una molécula que comprende o consiste en una
secuencia de nucledtidos antisentido seleccionada de las secuencias de nucleétidos antisentido representadas
en cualquiera de las tablas 1 a 6. Una molécula de la divulgacion preferiblemente comprende o consiste en la
secuencia de nucleoétidos antisentido de la SEQ ID N.° 16, SEQ ID N.° 65, SEQ ID N.° 70, SEQ ID N.° 91, SEQ ID
N.° 110, SEQ ID N.° 117, SEQ ID N.° 127, SEQ ID N.° 165, SEQ ID N.° 166, SEQ ID N.° 167, SEQ ID N.° 246,
SEQ ID N.° 299, SEQ ID N.°: 357.
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[0036] Una molécula preferida de la divulgacion comprende una secuencia basada en nucleétidos, de
nucleétidos o de oligonucledtidos antisentido de entre 8 y 50 nucleétidos o bases, mas preferido de entre 10y 50
nucleétidos, mas preferido de entre 20 y 40 nucledtidos, mas preferido de entre 20 y 30 nucleétidos, tal como 20
nucleétidos, 21 nucledtidos, 22 nucleétidos, 23 nucledtidos, 24 nucleétidos, 25 nucleétidos, 26 nucleétidos, 27
nucleétidos, 28 nucledtidos, 29 nucleétidos, 30 nucledtidos, 31 nucleétidos, 32 nucleédtidos, 33 nucledtidos, 34
nucleétidos, 35 nucledtidos, 36 nucleétidos, 37 nucledtidos, 38 nucleétidos, 39 nucledtidos, 40 nucledtidos, 41
nucleétidos, 42 nucledtidos, 43 nucledtidos, 44 nucledtidos, 45 nucleétidos, 46 nucleétidos, 47 nucledtidos, 48
nucleétidos, 49 nucledtidos o 50 nucledtidos.

Una molécula mas preferida de la invencién o divulgacion comprende una secuencia basada en nucleétidos de
25 nucledtidos.

[0037] Ademas, ninguna de las secuencias indicadas se deriva de partes conservadas de sitios de unién de
empalme. Por lo tanto, dicha molécula no es probable que medie el empalme diferencial de otros exones del pre-
ARNmM de DMD o exones de otros genes.

[0038] En una forma de realizacion, una molécula de la invencién o divulgacion es una molécula compuesta que
se enlaza a la secuencia especifica, 0 una proteina tal como una proteina de enlace a ARN o una proteina de
dedo de zinc no natural que se ha modificado para ser capaz de enlazarse a la secuencia de nucle6tidos
correspondiente en una molécula de pre-ARN de DMD. Los métodos para cribar moléculas compuestas que se
enlazan a secuencias de nucledétidos especificas se describen, por ejemplo, en PCT/NL01/00697 y en la patente
de EE. UU. 6,875,736. Los métodos para disefiar proteinas de dedo de zinc de enlace a ARN que se enlazan a
secuencias de nucleétidos especificas se describen por Friesen y Darby, Nature Structural Biology 5: 543-546
(1998).

[0039] Una molécula preferida de la divulgacién se enlaza al menos parte de la secuencia de la SEQ ID N.° 2: 5'-
AGAUAGUCUACAACAAAGCUCAGGUCGGAUUGACAUUAUUCAUAGCAAGAAGACAGCAGCA-
UUGCAAAGUGCAACGCCUGUGG-3' que esta presente en el exdn 43 del gen de DMD. Mas preferiblemente, la
divulgacion proporciona una molécula que comprende o consiste en la secuencia de nucle6tidos antisentido de la
SEQID N.° 8 a la SEQ ID N.° 69. En una forma de realizacién mas preferida, la divulgacion proporciona una
molécula que comprende o consiste en la secuencia de nucle6tidos antisentido de la SEQ ID N.° 16 y/o la SEQ
ID N.° 65.

En una forma de realizacion mas preferida, la divulgacion proporciona una molécula que comprende o consiste
en la secuencia de nucleétidos antisentido de la SEQ ID N.° 65. Se descubrié que esta molécula es muy eficaz
en la modulacién del empalme del exdn 43 del pre-ARNm de DMD en una célula muscular y/o en un paciente.

[0040] Otra molécula preferida de la divulgacion se enlaza a al menos parte de la secuencia de la SEQ ID N.° 3:
5-UUAUGGUUGGAGGAAGCAGAUAACAUUGCUAGUAUCCCACUUGAACCUGGAAAAGAGCAG-
CAACUAAAAGAAAAGC-3' que estd presente en el exdén 46 del gen de DMD. Més preferiblemente, la
divulgacion proporciona una molécula que comprende o consiste en la secuencia de nucledtidos antisentido de la
SEQIDN.°70 ala SEQ ID N.° 122.

En una forma de realizacion ain mas preferida, la divulgacion proporciona una molécula que comprende o
consiste en la secuencia de nucledtidos antisentido de la SEQ ID N.° 70, SEQ ID N.° 91, SEQ ID N.° 110, y/o
SEQID N.°117.

En una forma de realizacién més preferida, la divulgacién proporciona una molécula que comprende o consiste
en la secuencia de nucledtidos antisentido de la SEQ ID N.° 117. Se descubrié que esta molécula es muy eficaz
en la modulacion del empalme del exdn 46 del pre-ARNm de DMD en una célula muscular o en un paciente.

[0041] Otra molécula preferida de la divulgacion se enlaza a al menos parte de la secuencia de la SEQ ID N.° 4:
5-GGCGGTAAACCGUUUACUUCAAGAGCUGAGGGCAAAGCAGCCUGACCUAGCUCCUGGACU-
GACCACUAUUGG-3' que esta presente en el exén 50 del gen de DMD. Mas preferiblemente, la divulgacion
proporciona una molécula que comprende o consiste en la secuencia de nucleotidos antisentido de la SEQ ID N.°
123 ala SEQ ID N.° 167 y/o de la SEQ ID N.° 529 a la SEQ ID N.° 535.

En una forma de realizacion aun mas preferida, la divulgacion proporciona una molécula que comprende o
consiste en la secuencia de nucledtidos antisentido de la SEQ ID N.° 127, o la SEQ ID N.° 165, o la SEQ ID N.°
166 y/o la SEQ ID N.° 167.

En una forma de realizacién més preferida, la divulgacion proporciona una molécula que comprende o consiste
en la secuencia de nucledtidos antisentido de la SEQ ID N.° 127. Se descubrié que esta molécula es muy eficaz
en la modulacién del empalme del exdn 50 del pre-ARNm de DMD en una célula muscular y/o en un paciente.

[0042] Otra molécula preferida de la divulgacion se enlaza a al menos parte de la secuencia de la SEQ ID N.° 5:
5.
CUCCUACUCAGACUGUUACUCUGGUGACACAACCUGUGGUUACUAAGGAAACUGCCAUCUCCAAACUAGA
AA

UGCCAUCUUCCUUGAUGUUGGAGGUAC-3' que esta presente en el ex6on 51 del gen de DMD. Mas
preferiblemente, la divulgacion proporciona una molécula que comprende o consiste en la secuencia de
nucleétidos antisentido de la SEQ ID N.° 168 la SEQ ID N.° 241.
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[0043] Otra molécula preferida de la invencién se enlaza a al menos parte de la secuencia de la SEQ ID N.° 6:
5'-AUGCAGGAUUUGGAACAGAGGCGUCCCCAGUUGGAAGAACUCAUUACCGCUGCCCAAAAUU-
UGAAAAACAAGACCAGCAAUCAAGAGGCU-3' que esta presente en el exon 52 del gen de DMD. Mas
preferiblemente, la invencién o la divulgacion proporcionan una molécula que comprende o consiste en la
secuencia de nucledtidos antisentido de la SEQ ID N.° 242 a la SEQ ID N.° 310. En una forma de realizacién atn
mas preferida, la invencion o divulgacion proporcionan una molécula que comprende o consiste en la secuencia
de nucledtidos antisentido de la SEQ ID N.° 246 y/o la SEQ ID N.° 299. En una forma de realizaciébn mas
preferida, la divulgaciéon proporciona una molécula que comprende o consiste en la secuencia de nucle6tidos
antisentido de la SEQ ID N.° 299. Se descubrié que esta molécula es muy eficaz en la modulacién del empalme
del ex6n 52 del pre-ARNm de DMD en una célula muscular y/o en un paciente. La invencion proporciona una
molécula que comprende o consiste en la secuencia de nucleétidos antisentido de la SEQ ID N.°: 287.

[0044] Otra molécula preferida de la divulgacion se enlaza a al menos parte de la secuencia de la SEQ ID N.° 7:
5-AAAUGUUAAAGGAUUCAACACAAUGGCUGGAAGCUAAGGAAGAAGCUGAGCAGGUCUUAG-
GACAGGCCAGAG-3' que esta presente en el exon 53 del gen de DMD. Mas preferiblemente, la divulgacion
proporciona una molécula que comprende o consiste en la secuencia de nucleotidos antisentido de la SEQ ID N.°
311 ala SEQ ID N.° 358.

En una forma de realizacion mas preferida, la divulgacion proporciona una molécula que comprende o consiste
en la secuencia de nucledtidos antisentido de la SEQ ID N.° 357. Se descubrié que esta molécula es muy eficaz
en la modulaciéon del empalme del exén 53 del pre-ARNm de DMD en una célula muscular y/o en un paciente.

[0045] Una secuencia de nucleétidos de una molécula de la invencién y divulgacion puede contener residuos de
ARN, o uno o mas residuos de ADN, y/o uno o méas analogos de nucledtido o equivalentes, como se detallara
adicionalmente a continuacién en este documento.

[0046] Se prefiere que una molécula de la invencién comprenda uno o mas residuos que se modifican para
aumentar la resistencia a nucleasa, y/o para aumentar la afinidad del nucleétido antisentido a la secuencia
objetivo. Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, la secuencia del nucledtido antisentido comprende al
menos un analogo de nucleétido o equivalente, donde un analogo de nucledtido o equivalente se define como un
residuo con una base modificada, y/o un esqueleto modificado, y/o un enlace internucledsido no natural, 0 una
combinacion de estas modificaciones.

[0047] En una forma de realizacion preferida, el analogo de nucleétido o equivalente comprende un esqueleto
modificado. Ejemplos de tales esqueletos se proporcionan por esqueletos de morfolino, esqueletos de
carbamato, esqueletos de siloxano, esqueletos de sulfuro, sulfoxido y sulfona, esqueletos de formacetilo y
tioformacetilo, esqueletos de metilenformacetilo, esqueletos de riboacetilo, esqueletos que contienen alqueno,
esqueletos de sulfamato, sulfonato y sulfonamida, esqueletos de metileneimino y metilenhidrazino, y esqueletos
de amida. Los oligdmeros de morfolino fosforodiamidato son oligonucleétidos con esqueleto modificado que se
han investigado previamente como agentes antisentido. Los oligonucleétidos de morfolino tienen un esqueleto
sin carga donde el azicar desoxirribosa del ADN se sustituye por un anillo de seis miembros y el enlace
fosfodiéster se sustituye por un enlace fosforodiamidato. Los oligonucledtidos de morfolino son resistentes a la
degradacion enzimatica y parecen funcionar como agentes antisentido por obstaculizar la traduccion o interferir
con el empalme de pre-ARNm en vez de por activar la RNasa H. Los oligonucleé6tidos de morfolino se han
administrado exitosamente a células de cultivo de tejido por métodos que interrumpen fisicamente la membrana
celular, y un estudio que compara diferentes de estos métodos descubrié que la carga de raspaduras fue el
método de administracion mas eficaz; sin embargo, debido a que el esqueleto de morfolino esta sin carga, los
lipidos catiénicos no son mediadores eficaces de la absorcion de oligonucleétidos de morfolino en las células. Un
informe reciente demostro la formacion de triplex por un oligonucleétido de morfolino y, debido al esqueleto no
i6nico, estos estudios mostraron que el oligonucleétido de morfolino fue capaz de formar triplex en ausencia de
magnesio.

[0048] Se prefiere adicionalmente que el enlace entre los residuos en un esqueleto no incluya un atomo de
fésforo, tal como un enlace que se forma por enlaces internucledsidos de alquilo o de cicloalquilo de cadena
corta, enlaces internucleésidos de heteroatomo y alquilo o de cicloalquilo mixtos, o uno o mas enlaces
internucledsidos heteroatémicos o heterociclicos de cadena corta.

[0049] Un anélogo de nucledtido o equivalente preferido comprende un acido nucleico peptidico (PNA), con un
esqueleto de poliamida modificada (Nielsen, et al. (991) Science 254, 1497-1500). Las moléculas basadas en
PNA son imitaciones reales de moléculas de ADN en cuanto a reconocimiento de pares bases. El esqueleto del
PNA estd compuesto de unidades de N-(2-aminoetil)-glicina enlazadas por enlaces peptidicos, donde las
nucleobases se enlazan al esqueleto mediante enlaces de metileno-carbonilo. Un esqueleto alternativo
comprende un monémero de PNA de pirrolidina extendido con un carbono (Govindaraju y Kumar (2005) Chem.
Commun, 495-497). Dado que el esqueleto de una molécula de PNA contiene grupos fosfato no cargados, los
hibridos PNA-ARN son normalmente mas estables que los hibridos ARN-ARN o ARN-ADN, respectivamente
(Egholm et al (1993) Nature 365, 566-568).
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[0050] Un esqueleto preferido adicional comprende un analogo de nucleétido de morfolino o equivalente, donde
el azlcar ribosa o desoxirribosa se sustituye por un anillo de morfolino de 6 miembros. Un analogo de nucleétido
0 equivalente mas preferido comprende un oligémero de morfolino fosforodiamidato (PMO), donde el azucar
ribosa o desoxirribosa se sustituye por un anillo de morfolino de 6 miembros, y el enlace fosfodiéster aniénico
entre anillos de morfolino adyacentes se sustituye por un enlace fosforodiamidato no iénico.

[0051] En una otra forma de realizaciéon adicional, un analogo de nucleétido o equivalente de la invencién
comprende una sustitucion de uno de los oxigenos que no forman puente en el enlace fosfodiéster. Esta
modificacién desestabiliza ligeramente el apareamiento de bases, pero afiade resistencia significativa a la
degradacion de nucleasa. Un analogo de nucledtido o equivalente preferido comprende fosforotioato,
fosforotioato quiral, fosforoditioato, fosfotriéster, aminoalquilfosfotriéster, H-fosfonato, metil y otro alquil fosfonato
entre los que se incluye 3'-alquileno fosfonato, 5'-alquileno fosfonato y fosfonato quiral, fosfinato, fosforamidato
entre los que se incluye 3'-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidato, tionofosforamidato,
tionoalquilfosfonato, tionoalquilfosfotriéster, selenofosfato o boranofosfato.

[0052] Un analogo de nucledtido o equivalente preferido adicional de la invencion comprende una o mas
fracciones de azlcar que son mono o disustituidas en la posicion 2', 3' y/o 5' tales como un -OH; -F; alquilo,
alguenilo, alquinilo, alcarilo, alilo, arilo, o aralquilo (C1-C10) inferiores sustituidos o no sustituidos, lineales o
ramificados, que se pueden interrumpir por uno o més heteroatomos; O-, S-, o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; O-
, S- 0 N-alquinilo; O-, S-, o N-alilo; O-alquil-O-alquilo, -metoxi, -aminopropoxi; -aminoxi; metoxietoxi; -
dimetilaminooxietoxi; y -dimetilaminoetoxietoxi. La fraccion de azlcar puede ser una piranosa o derivado de la
misma, 0 una desoxipiranosa o derivado de la misma, preferiblemente una ribosa o un derivado de la misma, o
una desoxirribosa o un derivado de la misma. Tales fracciones de azlcar derivadas preferidas comprenden &cido
nucleico bloqueado (LNA), donde el &tomo de carbono en 2' se enlaza al atomo de carbono en 3' o0 4' del anillo
de azucar formando asi una fraccién de azucar biciclica. Un LNA preferido comprende acido nucleico con puente
de 2'-0,4'-C-etileno (Morita et al. 2001. Nucleic Acid Res Supplement No.l: 241-242). Estas sustituciones
vuelven el anédlogo de nucle6tido o equivalente resistente a la RNasa H y a la nucleasa y aumentan la afinidad al
ARN objetivo.

[0053] Se entiende por una persona experta que no es necesario que todas las posiciones en un oligonucleétido
antisentido se modifiqguen uniformemente. Ademas, mas de uno de los analogos o equivalentes anteriormente
mencionados se pueden incorporar en un oligonucleétido antisentido Unico o incluso en una posicion Unica
dentro de un oligonucledtido antisentido. En algunas formas de realizacién, un oligonucledtido antisentido de la
invencion tiene al menos dos tipos diferentes de analogos o equivalentes.

[0054] Un oligonucleétido antisentido preferido segun la invencion comprende un oligonucleétido antisentido
2'-0 alquilfosforotioato, tal como ribosa 2'-O-metil modificada (ARN), ribosa 2'-O-etil modificada, ribosa 2'-O-propil
modificada, y/o derivados sustituidos de estas modificaciones tales como derivados halogenados.

[0055] Un oligonucleétido antisentido mas preferido segun la invencién consiste en ribosa 2'-O-metilfosforotioato.

[0056] Un equivalente funcional de una molécula de la invencion o divulgacion se puede definir como un
oligonucleétido tal y como se define en este documento, donde una actividad de dicho equivalente funcional se
retiene en al menos alguna medida. Preferiblemente, una actividad de dicho equivalente funcional induce el salto
del exdn 43, 46, 50, 51, 52, o 53 y proporciona una proteina distrofina funcional. Dicha actividad de dicho
equivalente funcional se evalla, por lo tanto, preferiblemente por deteccidn de salto del exdn 43, 46, 50, 51, 52, 0
53 y cuantificando la cantidad de proteina distrofina funcional. Una distrofina funcional se define en este
documento preferiblemente como una distrofina capaz de enlazarse a actina y a miembros del complejo de
proteina DGC. La evaluacion de dicha actividad de un oligonucleétido se hace preferiblemente por RT-PCR o por
andlisis de inmunofluorescencia o de transferencia Western. Dicha actividad se retiene preferiblemente en al
menos alguna medida cuando representa al menos el 50 %, o al menos el 60 %, o al menos el 70 % o al menos
el 80 % o al menos el 90 % o al menos el 95 % o mas de la actividad correspondiente de dicho oligonucledtido
del que se deriva el equivalente funcional. En toda esta solicitud, cuando se usa la palabra oligonucledtido, se
puede sustituir por un equivalente funcional del mismo tal y como se define en este documento.

[0057] Se entendera por una persona experta que oligonucleétidos antisentido diferentes se pueden combinar
para el salto eficaz de cualquiera del exén 43, exdn 46, exoén 50, exdn 51, exon 52 y/o exdn 53 del pre-ARNm de
DMD humano. Se abarca en la presente invencion o divulgacion el uso de uno, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas
oligonucledtidos para el salto de uno de dichos exones (es decir, exén 43, 46, 50, 51, 52, o 53). También se
abarca el uso de al menos dos oligonucle6tidos para el salto de al menos dos de dichos exones. Preferiblemente
se saltan dos de dichos exones. Mas preferiblemente, estos dos exones son:

- 43y51,0
- 43y53,0
- 50y51,0
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- 51y52,0
- b2y5h3.

La persona experta conocera qué combinacion de exones se prefiere saltarse dependiendo del tipo, el niUmero y
la ubicacién de la mutacion presente en un paciente con DMD o BMD.

[0058] Un oligonucledtido antisentido se puede enlazar a una fraccion que mejora la absorcion del
oligonucleétido antisentido en las células, preferiblemente células musculares. Ejemplos de tales fracciones son
colesteroles, carbohidratos, vitaminas, biotina, lipidos, fosfolipidos, péptidos que penetran en las células, entre
los que se incluyen, pero de forma no limitativa, antennapedia, TAT, transportan y aminoacidos positivamente
cargados tales como oligoarginina, poliarginina, oligolisina o polilisina, dominios de enlace a antigeno tales como
proporcionados por un anticuerpo, un fragmento Fab de un anticuerpo, o un dominio de enlace a antigeno
monocatenario tal como un dominio de enlace a antigeno de dominio Gnico de camélido.

[0059] Un oligonucledtido antisentido preferido comprende un PMO enlazado a péptido.

[0060] Un oligonucledtido antisentido preferido que comprende uno o mas analogos de nucleétido o equivalentes
de la invencion modula el empalme en una o méas células musculares, incluidas células musculares cardiacas,
tras la administracion sistémica. En este aspecto, la administracion sistémica de un oligonucleétido antisentido
que comprende un analogo de nucleétido o equivalente especifico puede resultar en la selecciébn como objetivo
de un subconjunto de células musculares, mientras que un oligonucledtido antisentido que comprende un
analogo de nucleétido o equivalente diferente puede resultar en la seleccion como objetivo de un subconjunto
diferente de células musculares. Por lo tanto, en una forma de realizacion se prefiere usar una combinacion de
oligonucledtidos antisentido que comprende analogos de nucleétido o equivalentes diferentes para inducir el
salto del exon 43, 46, 50, 51, 52, 0 53 del pre-ARNm de DMD humano.

[0061] Una célula se puede proporcionar con una molécula capaz de interferir con secuencias esenciales que
resultan en un salto altamente eficaz del exén 43, exén 46, exon 50, exdn 51, exdn 53 (segun la divulgacion) o
exon 52 (segun la invencién) del pre-ARNm de DMD humano mediante la expresién de oligonucle6tidos
antisentido derivados de plasmido o la expresion virica proporcionada por vectores basados en adenovirus o0 en
virus adenoasociados. En una forma de realizacion preferida, se proporciona un vector de expresion basado en
virus que incluye un casete de expresion que impulsa la expresién de una molécula como se identifica en este
documento. La expresion se impulsa preferiblemente por un promotor de polimerasa Ill, tal como un promotor
U1, U6, o U7 de ARN. Un musculo o célula miogénica se puede proporcionar con un plasmido para expresion de
oligonucledtido antisentido proporcionando el plasmido en una solucién acuosa. Alternativamente, un plasmido
se puede proporcionar por transfeccion usando agentes de transfeccién conocidos tales como, por ejemplo,
LipofectAMINE™ 2000 (Invitrogen) o polietilenimina (PEl; ExGen500 (MBI Fermentas)), o derivados de los
mismos.

[0062] Un sistema de expresion de oligonucledétido antisentido preferido es un vector basado en virus asociado a
adenovirus (AAV). Se han desarrollado vectores basados en AAV de cadena simple y doble que se pueden usar
para la expresion prolongada de pequefias secuencias de nucledtidos antisentido para saltar muy eficazmente el
exon 43, 46, 50, 51, 52 o 53 del pre-ARNm de DMD.

[0063] Un vector basado en AAV preferido comprende un casete de expresion que se impulsa por un promotor
de polimerasa Il (Pol 1l1). Un promotor Pol Il preferido es, por ejemplo, un promotor U1, U6, o U7 de ARN.

[0064] La invencion, por lo tanto, también proporciona un vector basado en virus, que comprende un casete de
expresion impulsado por el promotor Pol Ill para la expresion de una secuencia antisentido de la invencion para
inducir el salto del 52 del pre-ARNm de DMD humano. Un vector basado en virus segun la divulgacion
comprende un casete de expresion impulsado por el promotor Pol Il para la expresion de una o0 mas secuencias
antisentido de la divulgacion para inducir el salto del exén 43, exdn 46, exén 50, exén 51 o exén 53 del pre-
ARNmM de DMD humano.

Composicién farmacéutica

[0065] Si es necesario, una molécula o un vector que expresa un oligonucleétido antisentido de la invencion se
puede incorporar en una mezcla o composicion farmacéuticamente activa afiadiendo un portador
farmacéuticamente aceptable.

[0066] Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencion proporciona una composicion, preferiblemente una
composicion farmacéutica que comprende una molécula que incluye un oligonucleétido antisentido segun la
invencioén, y/o un vector basado en virus que expresa la(s) secuencia(s) antisentido segun la invenciéon y un
portador farmacéuticamente aceptable.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 692 886 T3

[0067] Una composicién farmacéutica preferida comprende una molécula tal y como se define en este
documento y/o un vector tal y como se define en este documento, y un portador o excipiente farmacéutico
aceptable, opcionalmente combinados con una molécula y/o un vector tal y como se define en este documento
gue es capaz de inducir el salto del exén 51, 53, 55, 57, 59 o 69 del pre-ARNm del DMD. Las moléculas
preferidas capaces de inducir el salto de cualquiera de estos exones se identifican en cualquiera de las tablas 1 a
7.

[0068] Los excipientes preferidos incluyen excipientes capaces de formar complejos, vesiculas y/o liposomas que
administren tal molécula tal y como se define en este documento, preferiblemente un oligonucleétido en un
complejo o retenido en una vesicula o liposoma a través de una membrana celular. Muchos de estos excipientes
se conocen en la técnica. Excipientes adecuados comprenden polietilenimina y derivados, o polimeros catiénicos
similares, que incluyen copolimeros de polipropilenimina o polietilenimina (PEC) y derivados, ExGen 500, anfifilos
sintéticos (SAINT-18), lipofectinTM, DOTAP y/o proteinas capsidas viricas que son capaces de autoensamblarse
en particulas que pueden administrar tal molécula, preferiblemente un oligonucleétido tal y como se define en
este documento, a una célula, preferiblemente una célula muscular. Se ha mostrado que tales excipientes
administran eficazmente acidos nucleicos (oligonucledtido tal como antisentido) a una amplia variedad de células
cultivadas, incluidas células musculares. Su alto potencial de transfeccion se combina con una toxicidad
exceptuada de baja a moderada en cuanto a la supervivencia celular en general. La facilidad de modificacién
estructural se puede utilizar para permitir otras modificaciones y el andlisis de sus caracteristicas de transferencia
de &cido nucleico (in vivo) adicionales y toxicidad.

[0069] La lipofectina representa un ejemplo de un agente de transfeccién liposémica. Consiste en dos
componentes lipidicos, un lipido catidnico cloruro de N-[1-(2,3dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA)
(cp. DOTAP que es la sal de metilsulfato) y un lipido neutro dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE). El componente
neutro media la liberacion intracelular. Otro grupo de sistemas de administracion son las nanoparticulas
poliméricas.

[0070] Los policationes tales como dietilaminoetilaminoetilo (DEAE)-dextrano, que son bien conocidas como
reactivo de transfeccion de ADN, se pueden combinar con butilcianoacrilato (PBCA) y hexilcianoacrilato (PHCA)
para formular nanoparticulas catiénicas que pueden administrar una molécula o un compuesto tal y como se
define en este documento, preferiblemente un oligonucleétido, a través de las membranas celulares en las
células.

[0071] Ademéas de estos materiales de nanoparticula comunes, la protamina peptidica catidnica ofrece un
enfoque alternativo para formular un compuesto tal y como se define en este documento, preferiblemente un
oligonucleétido tal como los coloides. Este sistema de nanoparticulas coloidales puede formar las llamadas
proticulas, que se pueden preparar por un proceso de autoensamblaje simple para envasar y mediar la liberacion
intracelular de un compuesto tal y como se define en este documento, preferiblemente un oligonucleétido. La
persona experta puede seleccionar y adaptar cualquiera de los excipientes anteriores u otros excipientes
alternativos y sistemas de administracion disponibles comercialmente para envasar y administrar un compuesto
tal y como se define en este documento, preferiblemente un oligonucleétido para el uso en la presente invencion
para administrar dicho compuesto para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne o distrofia muscular
de Becker en humanos.

[0072] Ademéas, un compuesto tal y como se define en este documento, preferiblemente un oligonucleétido,
podria enlazarse de manera covalente o de manera no covalente a un ligando de seleccion de objetivo disefiado
especificamente para facilitar la absorcion en la célula, citoplasma y/o su nuicleo. Tal ligando podria comprender
(i) un compuesto (que incluye, pero de forma no limitativa, estructuras (de tipo) peptidicas) que reconoce
elementos especificos de la célula, tejido u 6rgano que facilitan la absorcion celular y/o (ii) un compuesto quimico
capaz de facilitar la absorcién en las células y/o la liberacion intracelular de un compuesto tal y como se define
en este documento, preferiblemente un oligonucleoétido de vesiculas, por ejemplo, endosomas o lisosomas.

[0073] Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, un compuesto tal y como se define en este documento,
preferiblemente un oligonucledtido, se formula en un medicamento que se proporciona con al menos un
excipiente y/o un ligando de seleccion de objetivo para la administracion y/o un dispositivo de administracion de
dicho compuesto a una célula y/o que mejora su administracion intracelular. Por consiguiente, la invencion
también abarca una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende un compuesto tal y como se
define en este documento, preferiblemente un oligonucleétido, y que ademéas comprende al menos un excipiente
y/o un ligando de seleccion de objetivo para la administracion y/o un dispositivo de administracion de dicho
compuesto a una célula y/o que mejora su administracion intracelular.

Debe entenderse que una molécula o compuesto u oligonucledtido no se puede formular en una Unica
composicion o preparacion. Dependiendo de su identidad, la persona experta conocera qué tipo de formulacién
es la mas apropiada para cada compuesto.

[0074] En una forma de realizacion preferida, se usa una concentracién in vitro de una molécula o un
oligonucleétido tal y como se define en este documento, que oscila entre 0,1 nM y 1 oM. Mas preferiblemente, la
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concentracion usada oscila entre 0,3 y 400 nM, aun mas preferiblemente entre 1 y 200 nM. Una molécula o un
oligonucleétido tal y como se define en este documento se puede usar en una dosis que oscila entre 0,1 y 20
mg/kg, preferiblemente entre 0,5 y 10 mg/kg. Si se usan varias moléculas u oligonucledtidos, estas
concentraciones pueden referirse a la concentracion total de oligonucledtidos o a la concentracion de cada
oligonucledtido adicionado. Los rangos de concentracion de (de los) oligonucleétido(s) dados anteriormente son
concentraciones preferidas para usos in vitro 0 ex vivo. La persona experta entendera que dependiendo del (de
los) oligonucleétido(s) usado(s), la célula objetivo que se va a tratar, el objetivo genético y sus niveles de
expresion, el medio usado y las condiciones de transfeccion e incubacién, la concentracion del (de los)
oligonucleétido(s) usado(s) puede variar adicionalmente y puede necesitar optimizarse adicionalmente.

[0075] Mas preferiblemente, un compuesto, preferiblemente un oligonucleétido, que se va a usar en la invencion
o divulgacién para prevenir, tratar la DMD o la BMD se produce sintéticamente y se administra directamente a
una célula, un tejido, un 6rgano y/o pacientes en la forma formulada en una composicién o preparacion
farmacéuticamente aceptable. La administracién de una composicién farmacéutica al sujeto se realiza
preferiblemente mediante una o mas inyecciones parenterales, por ejemplo, administraciones intravenosas y/o
subcutaneas y/o intramusculares y/o intratecales y/o intraventriculares, preferiblemente inyecciones, en un sitio o
en multiples sitios en el cuerpo humano.

[0076] Un oligonucleétido preferido tal y como se define en este documento que comprende opcionalmente uno o
mas analogos de nucledtido o equivalentes de la invencién o divulgacion modula el empalme en una o mas
células musculares, incluidas las células musculares cardiacas, tras la administracion sistémica. En este aspecto,
la administracién sistémica de un oligonucleétido que comprende un analogo de nucleétido especifico o
equivalente puede resultar en la seleccion como objetivo de un subconjunto de células musculares, mientras que
un oligonucledtido que comprende un andlogo de nucledtido o equivalente diferente puede resultar en la
seleccién como objetivo de un subconjunto diferente de células musculares.

[0077] En este aspecto, la administracion sistémica de un oligonucleétido que comprende un anélogo de
nucleétido o equivalente especifico puede resultar en la seleccion como objetivo de un subconjunto de células
musculares, mientras que un oligonucleétido que comprende un analogo de nucleétido o equivalente diferente
puede resultar en la seleccibn como objetivo de un subconjunto diferente de células musculares. Por lo tanto, en
esta forma de realizacion, se prefiere usar una combinacién de oligonucleétidos que comprende diferentes
andlogos de nucledtido o equivalentes para modular el empalme del ARNm de DMD en al menos un tipo de
células musculares.

[0078] En una forma de realizacion preferida de la invencion, se proporciona una molécula o un vector basado en
virus para el uso como un medicamento, preferiblemente para modular el empalme del pre-ARNm de DMD, mas
preferiblemente para promover o inducir el salto del exén 52 como se identifica en este documento. En una forma
de realizacion preferida de la divulgacién, se proporciona una molécula o un vector basado en virus para el uso
como un medicamento, preferiblemente para modular el empalme del pre-ARNm de DMD, mas preferiblemente
para promover o inducir el salto de cualquiera de los exones 43, 46, 50, 51 y 53 como se identifica en este
documento.

Uso

[0079] En un otro aspecto adicional, la invencidn proporciona el uso de un oligonucleétido o molécula antisentido
segun la invencion, y/o un vector basado en virus que expresa una secuencia antisentido segun la invencién y/o
una composicion farmacéutica, para modular el empalme del pre-ARNm de DMD. El empalme se modula
preferiblemente en una célula miogénica humana o célula muscular in vitro. Mas preferido es que el empalme se
module en una célula muscular humana in vivo. Por consiguiente, la invencién se refiere ademas al uso de la
molécula tal y como se define en este documento y/o el vector tal y como se define en este documento y/o la
composicion farmacéutica tal y como se define en este documento para modular el empalme del pre-ARNm de
DMD o para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un paciente con DMD o BMD.

[0080] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su
sentido no limitativo para significar que los elementos después de la palabra se incluyen, pero que los elementos
no mencionados especificamente no se excluyen. Ademas, el verbo "consistir" se puede sustituir por "consistir
esencialmente en" y significa que una molécula o un vector basado en virus 0 una composicion tal y como se
define en este documento puede comprender componente(s) adicional(es) a aquellos identificados
especificamente, donde dicho(s) componente(s) adicional(es) no alteran la caracteristica Unica de la invencion.
Ademas, la referencia a un elemento con el articulo indefinido "un" o "una" no excluye la posibilidad de que mas
de uno del elemento estén presentes, a menos que el contexto requiera claramente que alli sea uno y solo uno
de los elementos. El articulo indefinido "un" o "una", por lo tanto, significa normalmente "al menos uno/a". Cada
forma de realizacién como se identifica en este documento se puede combinar a menos que se indique lo
contrario.
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[0081] Los ejemplos siguientes se ofrecen solo para fines ilustrativos y no se destinan para limitar el alcance de
la presente invencién de ninguna manera.

Ejemplos
Ejemplos 1-4
Materiales y métodos

[0082] El disefio de AON se basé (parcialmente) en el solapamiento de estructuras secundarias abiertas del ARN
del exon objetivo como predicho por el programa m-fold, en sitios de enlace de proteina SR putativos
(parcialmente) superpuestos como predicho por el software ESE-finder. Los AON se sintetizaron por Prosensa
Therapeutics B.V. (Leiden, Paises Bajos), y contienen esqueletos de ARN de 2'-O-metil y fosforotioato en toda su
longitud (PS).

Cultivo de tejido, transfeccién y analisis RT-PCR

[0083] Los cultivos de miotubo derivados a partir de un individuo sano (“control humano") (ejemplos 1, 3, y 4;
salto del exon 43, 50, 52) o un paciente con DMD que lleva una delecion del exon 45 (ejemplo 2, salto del exén
46) se procesaron como se ha descrito previamente (Aartsma-Rus et al., Neuromuscul. Disord. 2002; 12: S71-77
y Hum Mol Genet 2003; 12(8): 907-14). Para el cribado de AON, se transfectaron cultivos de miotubo con 50 nM
y 150 nM (ejemplo 2), 200 nM y 500 nM (ejemplo 4) o solo 500 nM (ejemplos 1 y 3) de cada AON. Se uso el
reactivo de transfeccién UNIFectylin (Prosensa Therapeutics BV, Paises Bajos), con 2 pl de UNIFectylin por pg
de AON. Las eficacias del salto de exon se determinaron por andlisis RT-PCR anidada utilizando cebadores en
los exones que flanquean los exones objetivos (43, 46, 50, 51, 52, 0 53). Se aislaron fragmentos de PCR a partir
de geles de agarosa para la verificacién de secuencia. Para la cuantificacion, se analizaron los productos de
PCR utilizando el DNA 1000 LabChips Kit en el bioanalizador Agilent 2100a (Agilent Technologies, EE. UU.).

Resultados
Salto del exén 43 de DMD.

[0084] Una serie de secuencias de direccion de AON dentro del exon 43 se disefiaron y transfectaron en los
cultivos de miotubo de control sano. Los analisis de secuencias y de RT-PCR posteriores de ARN aislado
demostraron que casi todos los AON dirigidos a una extension de nucledtido continua dentro del exon 43 definida
en este documento como la SEQ ID N.° 2 fueron realmente capaces de inducir el salto del exén 43. PS237 (SEQ
ID N.°: 65) indujo reproductivamente los niveles més altos de salto del exén 43 (hasta el 66 %) a 500 nM, como
se muestra en la figura 1. Para comparacion, también se muestran PS238 y PS240, que inducen niveles de salto
del exdén 43 de hasta el 13 % y el 36 % respectivamente (figura 1). El salto preciso del exén 43 se confirmo
mediante andlisis de secuencias de los nuevos fragmentos de transcripcion mas pequefios. No se observo salto
del exén 43 en células no tratadas (NT).

Salto del exén 46 de DMD.

[0085] Una serie de secuencias de direccion de AON dentro del exén 46 se disefiaron y transfectaron en los
cultivos de miotubo derivados a partir de un paciente con DMD que lleva una delecion del exén 45 en el gen de
DMD. Para pacientes con tal mutacion, el salto del exén 46 inducido por antisentido induciria la sintesis de una
nueva proteina distrofina de tipo BMD que puede aliviar realmente uno o mas sintomas de la enfermedad. Los
andlisis de secuencias y de RT-PCR posteriores de ARN aislado demostraron que casi todos los AON dirigidos a
una extension de nucleétido continua dentro del exén 46 definida en este documento como la SEQ ID N.° 3
fueron realmente capaces de inducir el salto del exén 46, incluso en concentraciones de AON relativamente
bajas de 50 nM. PS182 (SEQ ID N.°: 117) indujo reproductivamente los niveles méas altos de salto del exén 46
(hasta el 50 % a 50 nM y el 74 % a 150 nM), como se muestra en la figura 2. Para comparacion, también se
muestran PS177, PS179, y PS181, que inducen niveles de salto del exén 46 de hasta el 55 %, el 58 % y el 42 %
respectivamente a 150 nM (figura 2). El salto preciso del exdn 46 se confirm6 mediante andlisis de secuencias de
los nuevos fragmentos de transcripcion mas pequefios. No se observd salto del exén 46 en células no tratadas
(NT).

Salto del ex6n 50 de DMD.

[0086] Una serie de secuencias de direccion de AON dentro del exén 50 se disefiaron y transfectaron en los
cultivos de miotubo de control sano. Los analisis de secuencias y de RT-PCR posteriores de ARN aislado
demostraron que casi todos los AON dirigidos a una extension de nucleétido continua dentro del exén 50 definida
en este documento como la SEQ ID N.° 4 fueron realmente capaces de inducir el salto del exén 50. PS248 (SEQ
ID N.°: 127) indujo reproductivamente los niveles mas altos de salto del exén 50 (hasta el 35 % a 500 nM), como
se muestra en figura 3. Para comparacion, también se muestran PS245, PS246, y PS247, que inducen niveles
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de salto del ex6n 50 de hasta el 14-16 % a 500 nM (figura 3). El salto preciso del exén 50 se confirmé mediante
el analisis de secuencias de nuevos fragmentos de transcripcion mas pequefios. No se observo salto del exén 50
en células no tratadas (NT).

Salto del exén 51 de DMD.

[0087] Una serie de secuencias de direccion de AON dentro del exén 51 se disefiaron y transfectaron en los
cultivos de miotubo de control sano. Los analisis de secuencias y de RT-PCR posteriores de ARN aislado
demostraron que casi todos los AON dirigidos una extension de nucleétido continua dentro del exén 51 definida
en este documento como la SEQ ID N.° 5 fueron realmente capaces de inducir el salto del exén 51. El AON con
la SEQ ID N.° 180 indujo reproductivamente los niveles mas altos de salto del exén 51 (no mostrado).

Salto del exén 52 de DMD.

[0088] Una serie de secuencias de direccion de AON dentro del exén 52 se disefiaron y transfectaron en los
cultivos de miotubo de control sano. Los analisis de secuencias y de RT-PCR posteriores de ARN aislado
demostraron que casi todos los AON dirigidos a una extension de nucledtido continua dentro del exon 52 definida
en este documento como la SEQ ID N.° 6 fueron realmente capaces de inducir el salto del exon 52. PS236 (SEQ
ID N.°: 299) indujo reproductivamente los niveles mas altos de salto del exén 52 (hasta el 88 % a 200 nM y el 91
% a 500 nM), como se muestra en la figura 4. Para comparacion, también se muestran PS232 y AON 52-1
(publicado previamente por Aartsma-Rus et al. Oligonucleotides 2005), que inducen el salto del exén 52 en
niveles de hasta el 59 % y el 10 % respectivamente cuando se aplican a 500 nM (figura 4). El salto preciso del
exon 52 se confirmé mediante andlisis de secuencias de los nuevos fragmentos de transcripcién mas pequefios.
No se observo salto del exdn 52 en células no tratadas (NT).

Salto del ex6n 53 de DMD.

[0089] Una serie de secuencias de direccion de AON dentro del exén 53 se disefiaron y transfectaron en los
cultivos de miotubo de control sano. Los andlisis de secuencias y de RT-PCR posteriores de ARN aislado
demostraron que casi todos los AON dirigidos a una extension de nucle6tido continua dentro del exdn 53 definida
en este documento como la SEQ ID N.° 7 fueron realmente capaces de inducir el salto del exén 53. El AON con
la SEQ ID N.° 328 indujo reproductivamente los niveles mas altos de salto del exdn 53 (no mostrado).

Listado de secuencias:

Secuencia de aminoacidos del gen de DMD

[0090]

SEQID N.°1:
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MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQHIENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKL
PKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVNIGSTDIVDGNHKLTLGLIWNIILHWQVKNVMK
NIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNALIHSHRPDLFDWNSVVCQ
QSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLDPEDVDTTYPDKKSILMYITSLFQVLPQQVSIEAIQEVEMLP
RPPKVTKEEHFQLHHQMHY SQQITVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQ
HLEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGEISNDVEVVKDQFHTHEG
YMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLNSRWECLRVASMEKQSNLH
RVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVN
SLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKVLGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCL
FSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKN
KSVTQKTEAWLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILYV
KHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIFRKEGNFSDLKEK
VNATEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMYNEGYNADSIKQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNW
LEYQNNIIAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQPTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLK
IQSIALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQTIFDTLPPMRYQETMSAIRTWYV
QQSETKLSIPQLSVTDYEIMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLY YLSTTVKEMSKKAPSEISRKYQS
EFEEIEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKK WMAEVDVFLKEEWPALGDSEL
LKKQLKQCRLLVSDIQTIQPSLNSVNEGGQKIKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYA
RKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQ
KEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELL
SYLEKANKWLNEVEFKLKTTENIPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQIRILAQTLTDGGVM
DELINEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQSIQSAQETEKSLHLIQESLTFIDKQLAAYTADKVD
AAQMPQEAQKIQSDLTSHEISLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQIDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPA
NFEQRLQESKMILDEVKMHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMVIKTGRQI
VQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAAT
DMELTKRSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQKEIEKQK VHLKSITEVGEALKTVLGKKETLVEDKL
SLINSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITK WIIQADTLLDESEKKKPQQKEDVL
KRLKAELNDIRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQISELNHRFAAISHRIKTGKASIPLKE
LEQFNSDIQKLLEPLEAEIQQGVNLKEEDFNKDMNEDNEGTVKELLQRGDNLQQRITDERKREET
KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALEISHQWYQYKRQADDLLKCLDDIEKKLASLPEPRDER
KIKEIDRELQKKKEELNAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWREIESKFAQFRRLNFAQIH
TVREETMMVMTEDMPLEISYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLK
NIKDSLQQSSGRIDIIHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSV
EKWRRFHYDIKIFNQWIL TEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATG
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EEINQQSSKTDASILQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKNILSEFQRDLNEFVLWLEEAD
NIASIPLEPGKEQQLKEKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAPISPEEQDKLENKLKQ
TNLQWIKVSRALPEKQGEIEAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEIYNQPNQEGP
FDVQETEIAVQAKQPDVEEILSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQP
DLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLL
DQVIKSQRVMVGDLEDINEMIIKQKATMQDLEQRRPQLEELITAAQNLKNKTSNQEARTIITDRI
ERTQNQWDEVQEHLONRRQQLNEMLKDSTQWI EAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDAT
QKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITENINASWRSIHKRVSE
REAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDL
QGEIEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLNIRSHLEASSD
QWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAPIGGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLET
VRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDET
LERLQELQEATDELDLKLRQAEVIKGSWQPVGDLLIDSLQDHLEKVKALRGEIAPLKENVSHVN
DLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGP
WERAISPNKVPYYINHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDL
LSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQIINCLTTIYDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVY
DTGRTGRIRVLSFKTGIISLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSIQIPRQLGEVA
SFGGSNIEPSVRSCFQFANNKPEIEAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCNIC
KECPIIGFRYRSLKHFNYDICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKF
RTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTLINFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSRIEHYASRL
AEMENSNGSYLNDSISPNESIDDEHLLIQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELERILAD
LEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAELIAEAKLLRQHKGRLEARM
QILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSM
GEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

SEQ ID N.° 2 (ex6n 43):

AGAUAGUCUACAACAAAGCUCAGGUCGGAUUGACAUUAUUCAUAGCAAGAAGACAGCAG
CAUUGCAAAGUGCAACGCCUGUGG

SEQ ID N.° 3 (ex6n 46):

UUAUGGUUGGAGGAAGCAGAUAACAUUGCUAGUAUCCCACUUGAACCUGGAAAAGAGCA
GCAACUAAAAGAAAAGC

SEQ ID N.° 4 (ex6n 50):

'GGCGGTAAACCGUUUACUUCAAGAGCUGAGGGCAAAGCAGCCUG ACCUAGC
UCCUGGACUGACCACUAUUGG

SEQ ID N.°5 (ex6n 51):

CUCCUACUCAGACUGUUACUCUGGUGACACAACCUGUGGUUACUAAGGAAACUGCCAUC
UCCAAACUAGAAAUGCCAUCUUCCUUGAUGUUGGAGGUAC

SEQ ID N.° 6 (exdn 52):
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AUGCAGGAUUUGGAACAGAGGCGUCCCCAGUUGGAAGAACUCAUUACCGCUGCCCAAAA
UUUGAAAAA CAAGACCAGCAAUCAAGAGGCU
SEQ ID N.°7 (ex6n 53):

AAAUGUUAAAGGAUUCAACACAAUGGCUGGAAGCUAAGGAAGAAGCUGAGCAGGUCUUA

GGACAGGCCAGAG
Tabla 1: oligonucleétidos para el salto del exdn 43 del gen de DMD

SEQL° | CCACAGGCGUUGCACUUUGCAAUGC | St | UCUUCUUGCUAUGAAUAAUGUCAAU
55947 | CACAGGCGUUGCACUUUGCAAUGCU | o0 | CUUCUUGCUAUGAAUAAUGUCAAUC
SEY | ACAGGCGUUGCACUUUGCAAUGCUG | St,D | UUCUUGCUAUGAAUAAUGUCAAUCC
SERP | CAGGCGUUGCACUUUGCAAUGCUGE | T2 | UCUUGCUAUGAAUAAUGUCAAUCCG
Sy | AGGCGUUGCACUUUGCAAUGCUGCU | o2 | CUUGCUAUGAAUAAUGUCAAUCCGA
SEo5 | GGCGUUGCACUUUGCAAUGCUGCUG | o2 | UUGCUAUGAAUAAUGUCAAUCCGAC
SEQP | GCGUUGCACUUUGCAAUGCUGCUGU | Tl | UGCUAUGAAUAAUGUCAAUCCGACC
ST | CGUUGCACUUUGCAAUGCUGCUGUC | e | GCUAUGAAUAAUGUCAAUCCGACCU
SEQ D SEQ D

N.° 16 CGUUGCACUUUGCAAUGCUGCUG T | CUAUGAAUAAUGUCAAUCCGACCUG
PS240

SO | GUUGCACUUUGCAAUGCUGCUGUCU | TP | UAUGAAUAAUGUCAAUCCGACCUGA
S5 | UUGCACUUUGCAAUGCUGCUGUCUU | o0 | AUGAAUAAUGUCAAUCCGACCUGAG
SERY | UGCACUUUGCAAUGCUGCUGUCUUC | Tl | UGAAUAAUGUCAAUCCGACCUGAGC
SO | GCACUUUGCAAUGCUGCUGUCUUCU | ST | GAAUAAUGUCAAUCCGACCUGAGCU
S | CACUUUGCAAUGCUGCUGUCUUCUU | ST | AAUAAUGUCAAUCCGACCUGAGCUU
Sy | ACUUUGCAAUGCUGCUGUCUUCUUG | St | AUAAUGUCAAUCCGACCUGAGCUUU
S22 | CUUUGCAAUGCUGCUGUCUUCUUGE | St | UAAUGUCAAUCCGACCUGAGCUUUG
s | UUUGCAAUGCUGCUGUCUUCUUGCU | D | AAUGUCAAUCCGACCUGAGCUUUGU
SEQY | UUGCAAUGCUGCUGUCUUCUUGCUA | &P | AUGUCAAUCCGACCUGAGCUUUGUU
S8 | uscaauccuccugucuucuuGeuay | PR | UGUCAAUCCGACCUGAGCUUUGUUG
SEOY | GCAAUGCUGCUGUCUUCUUGCUAUG | St | GUCAAUCCGACCUGAGCUUUGUUGU
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SFOP | CAAUGCUGCUGUCUUCUUGCUAUGA | SP&D | UCAAUCCGACCUGAGCUUUGUUGUA
Sy | AAUGCUGCUGUCUUCUUGCUAUGAA | ST | CAAUCCGACCUGAGCUUUGUUGUAG
SO | AUGCUGCUGUCUUCUUGCUAUGAAU | SE&D | AAUCCGACCUGAGCUUUGUUGUAGA
SERD | uscuscusucuucuUGCUAUGAAUA | SEED | AUCCGACCUGAGCUUUGUUGUAGAC
SRy | GeuscusucuUCUUGCUAUGAAUAA | SE2D | UCCGACCUGAGCUUUGUUGUAGACU
s | CUGCUGUCUUCUUGCUAUGAAUAAU | T | CCGACCUGAGCUUUGUUGUAGACUA
SEQ D SEQ D
T 0y | UGCUGUCUUCUUGCUAUGAAUAAUG | N°65 CGACCUGAGCUUUGUUGUAG
: PS237
SEO D SEQ ID
o | GCUGUCUUCUUGCUAUGAAUAAUG U | N°66 | CGACCUGAGCUUUGUUGUAGACUAU
: PS238
S | cusucuucuuGcuauGAAUAAUGUC | & | eaccusaGcuuUGUUGUAGACUAUC
SEQY | UGUCUUCUUGCUAUGAAURAUGUC A | 2P | ACCUGAGCUUUGUUGUAGACUAUCA
SEQIY | GUCUUCUUGCUAUGAAUAAUGUCAA | SEQD | CCUGA GCUUU GUUGU AGACU AUC
Tabla 2: oligonucleétidos para el salto del exdn 46 del gen de DMD
SEQ D SEQ D
N°70 | GCUUUUCUUUUAGUUGCUGCUCUUU | Seoi | CCAGGUUCAAGUGGGAUACUAGCAA
PS179 :
SeD | cuuuucuuuuaGuUGCUGCUCULLL | SEC00 | CAGGUUCAAGUGGGAUACUAGCAAU
SEQP | UUUUCUULUAGUUGCUGCUCULLUC | SEP | AGGUUCAAGUGGGAUACUAGCAAUG
SERY | UUUCUUUUAGUUGCUGCUCUUUUCE | 2900 | GGUUCAAGUGGGAUACUAGCAAUGU
SeRs | UUCUUUUAGUUGCUGCUCUUUUCCA | 259l | GUUCAAGUGGGAUACUAGCAAUGUU
SFQP | UCUUUUAGUUGCUGCUCUUUUCCAG | SE010 | UUCAAGUGGGAUACUAGCAAUGUUA
SFQY | CUUUUAGUUGCUGCUCUUUUCCAGG | Naads | UCAAGUGGGAUACUAGCAAUGUUAU
SE2'D | UUUUAGUUGCUGCUCUUUUCCAGGU | noos | CAAGUGGGAUACUAGCAAUGUUAUC
SFQP | UUUAGUUGCUGCUCUUUUCCAGGUU | R0 | AAGUGGGAUACUAGCAAUGUUAUCU
SFR P | UUAGUUGCUGCUCUUUUCCAGGUUC | St | AGUGGGAUACUAGCAAUGUUAUCUG
S | uaGuuGCUGCUCULLUCCAGGUUCA | R0 10 | GUGGGAUACUAGCAAUGUUAUCUGC
SEQY | AGUUGCUGCUCULUUCCAGGUUCAA | SEQ 12 | UGGGAUACUAGCAAUGUUAUCUGCU
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SO > | GUUGCUGCUCUUUUCCAGGUUCAAG | Moo | GGGAUACUAGCAAUGUUAUCUGCUU
SEQ ID SEQID
02 | UUGCUGCUCUUUUCCAGGUUCAAGU | N°110 | GGAUACUAGCAAUGUUAUCUGCUUC
: PS181
SFQ P | UGCUGCUCUUUUCCAGGUUCAAGUG | 2012 | GAUACUAGCAAUGUUAUCUGCUUCC
SR | GCUGCUCUUUUCCAGGUUCAAGUGG | S0 | AUACUAGCAAUGUUAUCUGCUUCCU
SERy | CUGCUCUUUUCCAGGUUCAAGUGGG | nao12 | UACUAGCAAUGUUAUCUGCUUCCUC
SR | UGCUCUUUUCCAGGUUCAAGUGGGA | Raa12 | ACUAGCAAUGUUAUCUGCUUCCUCC
SEQle | GCUCUUUUCCAGGUUCAAGUGGGAC | Sa1 | CUAGCAAUGUUAUCUGCUUCCUCCA
ey | CUCULUUCCAGGUUCAAGUGGGAUA | 35012 | UAGCAAUGUUAUCUGCUUCCUCCAA
SEQ D SEQ D
CO > | UCUUUUCCAGGUUCAAGUGGGAUAC | N°117 | AGCAAUGUUAUCUGCUUCCUCCAAC
: PS182
SEQ ID SEQ D
N.° 91 UCUUUUCCAGGUUCAAGUGG GCAAUGUUAUCUGCUUCCUCCAACC
N.° 118
PS177
gy | CUUUUCCAGGUUCAAGUGGGAUACU | S5012 | CAAUGUUAUCUGCUUCCUCCAACCA
s | UUUUCCAGGUUCAAGUGGGAUACU A | SO0 | AAUGUUAUCUGCUUCCUCCAACCAU
s | UUUCCAGGUUCAAGUGGGAUACUAG | Sl | AUGUUAUCUGCUUCCUCCAACCAUA
e gs | UUCCAGGUUCAAGUGGGAUACUAGC | R20.> | UGUUAUCUGCUUCCUCCAACCAUAA
e | UCCAGGUUCAAGUGGGAUACUAGCA
Tabla 3: oligonucleétidos para el salto del exén 50 del gen de DMD
SEQ ID SEQ D
e | CCAAUAGUGGUCAGUCCAGGAGCUA | nos,2 | CUAGGUCAGGCUGCUUUGCCCUCAG
SEM | CAAUAGUGGUCAGUCCAGGAGCUAG | Y730 | UAGGUCAGGCUGCUUUGCCCUCAGC
SEQ)2 | AAUAGUGGUCAGUCCAGGAGCUAGG | ~dse | AGGUCAGGCUGCUUUGCCCUCAGCU
N0l | AUAGUGGUCAGUCCAGGAGCUAGGU | S-2 10 | GGUCAGGCUGCUUUGCCCUCAGCUC
SEQ D SEQ D
N.° 127 AUAGUGGUCAGUCCAGGAGCU GUCAGGCUGCUUUGCCCUCAGCUCU
N.° 150
PS248
0S| UAGUGGUCAGUCCAGGAGCUAGGUC | S3312 | UCAGGCUGCUUUGCCCUCAGCUCUU
SEale | AcuseucAGUCCAGGAGCUAGGUCA | SS210 | caceeuscuuuGeccucageucuuG
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S22 | GUGGUCAGUCCAGGAGCUAGGUCAG | S3ia | AGGCUGCUUUGCCCUCAGCUCUUGA
SEQ 1Y | UGGUCAGUCCAGGAGCUAGGUCAGG | N3ty | GGCUGCUUUGCCCUCAGCUCUUGAA
S0 D | GGUCAGUCCAGGAGCUAGGUCAGGC | S3e2 | GCUGCUUUGCCCUCAGCUCUUGAAG
SEQ D | GUCAGUCCAGGAGCUAGGUCAGGCU | Y2300 | CUGCUUUGCCCUCAGCUCUUGAAGU
ﬁEﬁéa UCAGUCCAGGAGCUAGGUCAGGCUG flEleé? UGCUUUGCCCUCAGCUCUUGAAGUA
So4e | CAGUCCAGGAGCUAGGUCAGGCUGC | S-3M0 | GCUUUGCCCUCAGCUCUUGAAGUAA
a4 | AGUCCAGGAGCUAGGUCAGGCUGCU | SZ310 | cuuuccecucaceucuueaacuaaa
SEQID | GUCCAGGAGCUAGGUCAGGCUGCUU | SE310 | UUUGCCCUCAGCUCUUGAAGUAAAC
i’lEleég UCCAGGAGCUAGGUCAGGCUGCUUU ‘:’ﬁQléEl) UUGCCCUCAGCUCUUGAAGUAAACG
o4 | ccaseaGCuAGGUCAGGCUGCULLG | SE3 1D | uGcccucAGCUCUUGAAGUAAACGG
SEQ 10 | CAGGAGCUAGGUCAGGCUGCUUUGC | SE300 | GCCCUCAGCUCUUGAAGUAAACGGU
S 4 | AGGAGCUAGGUCAGGCUGCULUGEE | ST310 | CCCUCAGCUCUUGAAGUAAACGGUU
SEQ ID SEQ D
- GGAGCUAGGUCAGGCUGCUUUGCCC | N.° 165 CCUCAGCUCUUGAAGUAAAC
N.° 142
PS246
SE 1D SEQ D
GAGCUAGGUCAGGCUGCUUUGCCCU | N.° 166 CCUCAGCUCUUGAAGUAAACG
N0 143
PS247
sE0 D SEQ D
AGCUAGGUCAGGCUGCUUUGCCCUC | N.° 167 CUCAGCUCUUGAAGUAAACG
N.° 144
PS245
S0 4e | GeuasGucasaeuscuuuGeceuca | SER10 | CCUCAGCUCUUGAAGUAAACGGUUU
SERh0 | CUCAGCUCUUGAAGUAAACGGUUUA | STQ1 | UCAGCUCUUGAAGUAAACGGUUUAC
SEQA) | CAGCUCUUGAAGUAAACGGUUUACC | SH3M0 | AGCUCUUGAAGUAAACGGUUUACCG
SEQLY | GCUCUUGAAGUAAACGGUUUACCGC | Sipae | CUCUUGAAGUAAACGGUUUACCGCC
Tabla 4: oligonucleétidos para el salto del exdn 51 del gen de DMD
SEQID SEQID
SR | GUACCUCCAACAUCAAGGAAGAUGG | ool2 | GAGAUGGCAGUUUCCUUAGUAACCA
SEQ o | UACCUCCAACAUCAAGGAAGAUGGC | Y7210 | AGAUGGCAGUUUCCUUAGUAACCAC
SEalo | AccuccaacaUCAAGGAAGAUGGCA | Y30 | GAUGGCAGUUUCCUUAGUAACCACA
SEealP 1 ceuccaacaucanceascauGaeau | T30 | AUGGCAGUUUCCUUAGUAACCACAG
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SEQID | cuccaAcAUCAAGGAAGAUGGCALL | SE2 10 | UGGCAGUUUCCUUAGUAACCACAGG
S92 1 uccaacaucaacearcaucaeauuy | ST | GGCAGUUUCCUUAGUAACCACAGGU
SEAID | ceaacaucaaGGAAGAUGGCAUULC | S0 | GCAGUUUCCUUAGUAACCACAGGUU
SEAIR | cancaucaacearcauGGcauuucy | S50 | CAGUUUCCUUAGUAACCACAGGUUG
S92 | AacaucaaceancauGacauuucuA | SE2D | AGUUUCCUUAGUAACCACAGGUUGU
SEQID | ACAUCAAGGAAGAUGGCAULUCUAG | Y5210 | GUUUCCUUAGUAACCACAGGUUGUG
Searo | caucaaceaseauGGCAULUCUAGU | SS2 | UUUCCUUAGUAACCACAGGUUGUGU
SEQI% | AUCAAGGAAGAUGGCAUUUCUAGUU | SE310 | UUCCUUAGUAACCACAGGUUGUGUC
EEQH';% UCAAGGAAGAUGGCAUUUCUAGUUU | R 10 | UCCUUAGUAACCACAGGUUGUGUCA
S04y | CAAGGAAGAUGGCAUUUCUAGUUUG | S35 |  CCUUAGUAACCACAGGUUGUGUCAC
SEQD | AAGGAAGAUGGCAUUUCUAGUUUGG | Y5310 | CUUAGUAACCACAGGUUGUGUCACC
Sk | AGGAAGAUGGCAUUUCUAGUUUGGA | Y7210 | UUAGUAACCACAGGUUGUGUCACCA
N4y | GGAAGAUGGCAUUUCUAGUUUGGAG | S-310 | UAGUAACCACAGGUUGUGUCACCAG
S0 4e | GAAGAUGGCAUUUCUAGUUUGGAGA | 32010 | AGUAACCACAGGUUGUGUCACCAGA
ke | AAGAUGGCAUUUCUAGUUUGGAGAU | SZ010 | GUAACCACAGGUUGUGUCACCAGAG
S04y | AGAUGGCAUUUCUAGUUUGGAGAUG | S 30| UAACCACAGGUUGUGUCACCAGAGU
S0 4s | GAUGGCAUUUCUAGUUUGGAGAUGG | 22312 | AACCACAGGUUGUGUCACCAGAGUA
ek | AUGGCAUUUCUAGUUUGGAGAUGGC | S7010 | ACCACAGGUUGUGUCACCAGAGUAA
N40 | UGGCAUUUCUAGUUUGGAGAUGGCA | S 30 |  CCACAGGUUGUGUCACCAGAGUAAC
e84y | GGCAUUUCUAGUUUGGAGAUGGCAG | 23310 | CACAGGUUGUGUCACCAGAGUAACA
4 | GCAUUUCUAGUUUGGAGAUGGCAGU | S5210 | ACAGGUUGUGUCACCAGAGUAACAG
NE04s | CAUUUCUAGUUUGGAGAUGGCAGUU | =210 | CAGGUUGUGUCACCAGAGUAACAGU
S, | AUUUCUAGUUUGGAGAUGGCAGUUU | Y5310 | AGGUUGUGUCACCAGAGUAACAGUC
S22 | UUUCUAGUUUGGAGAUGGCAGUUUC | =310 | GGUUGUGUCACCAGAGUAACAGUCU
ﬁi%g UUCUAGUUUGGAGAUGGCAGUUUCC EEO%Q GUUGUGUCACCAGAGUAACAGUCUG
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SEQ | ucuacuuuseacauceeacuuuccy | SR uususUcAccAGAGUAACAGUCUGA
EElelag CUAGUUUGGAGAUGGCAGUUUCCUU flEo%:'g UGUGUCACCAGAGUAACAGUCUGAG
SE2 | uasuuuceacAUGGCAGUUUCCUUA | SR | GUGUCACCAGAGUAACAGUCUGAGU
SEQ D | AGUUUGGAGAUGGCAGUUUCCUUAG | =310 | UGUCACCAGAGUAACAGUCUGAGUA
EE%? GUUUGGAGAUGGCAGUUUCCUUAGU EE"QZCI%%) GUCACCAGAGUAACAGUCUGAGUAG
N30 | UUUGGAGAUGGCAGUUUCCUUAGUA | S=210 | UCACCAGAGUAACAGUCUGAGUAGG
Ne0s | UUGGAGAUGGCAGUUUCCUUAGUAA | =3 0| CACCAGAGUAACAGUCUGAGUAGGA
SE9 D | UGGAGAUGGCAGUUUCCUUAGUAAC | SE210 | ACCAGAGUAACAGUCUGAGUAGGAG
Tabla 5: oligonucleétidos para el salto del exén 52 del gen de DMD
S0 | AGCcucuuGAUUGCUGGUCUUGULY | o3P | uussecAaGeaGUAAUGAGUUCUUCE
S 1 | GCCUCUUGAUUGCUGGUCUUGUULU | oo | ueGGCAGCEGUAAUGAGUUCUUCCA
NS4 | CCUCUUGAUUGCUGGUCUUGUUULU | Roolo | GeGeaGCaaUAAUGAGUUCUUCCAA
NES I CCUCUUGAUUGCUGGUCUUG Ss0 | GGCAGCGGUAAUGAGUUCUUCCAAC
SEQ ID SEQ ID
N2 246 | CUCUUGAUUGCUGGUCUUGUUUUUC | 3530 | GCAGCGGUAAUGAGUUCUUCCAACU
PS232
N4 | UCUUGAUUGCUGGUCUUGUUULUCA | 5310 | CAGCGGUAAUGAGUUCUUCCAACUG
S | cuueauuccusGuCuUGUULLUCAA | 2530 | AGCGGUAAUGAGUUCUUCCAACUGG
N340 | UUGAUUGCUGGUCUUGUUUUUCAAA | Y2910 | GCGGUAAUGAGUUCUUCCAACUGGG
fﬁ%é% UGAUUGCUGGUCUUGUUUUUCAAAU ﬁlEoné'g CGGUAAUGAGUUCUUCCAACUGGGG
ﬁlEoné'i GAUUGCUGGUCUUGUUUUUCAAAUU ﬁII.E"QZéIg GGUAAUGAGUUCUUCCAACUGGGGA
ﬁEoné'g GAUUGCUGGUCUUGUUUUUC EEszalg GGUAAUGAGUUCUUCCAACUGG
ﬁ.Eonég AUUGCUGGUCUUGUUUUUCAAAUUU ﬁll.Eonelsg GUAAUGAGUUCUUCCAACUGGGGAC
ﬁﬁ%gﬁ UUGCUGGUCUUGUUUUUCAAAUUUU ﬁll.Eonelsg UAAUGAGUUCUUCCAACUGGGGACG
242 | UGCUGGUCUUGUUUUUCAAAULLUG | 5310 | AAUGAGUUCUUCCAACUGGGGACGC
SESay | GCUGGUCUUGUUUUUCAAAUUUUGG | mo3s> | AUGAGUUCUUCCAACUGGGGACGCC
SR | CUGGUCUUGUUUUUCAAAUUUUGGG | —o 30 | UGAGUUCUUCCAACUGGGGACGCCU
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SE42 | UGGUCUUGUUUUUCAAAUUUUGGGC | S 300 | GAGUUCUUCCAACUGGGGACGCCUC
ﬁEonég GGUCUUGUUUUUCAAAUUUUGGGCA ﬁﬁngZ AGUUCUUCCAACUGGGGACGCCUCU
SE 4> | GUCUUGUUUUUCAAAUUUUGGGCAG | o330 | GUUCUUCCAACUGGGGACGCCUCUG
2302 | UCUUGUUUUUCAAAUUUUGGGCAGC | >332 | UUCUUCCAACUGGGGACGCCUCUGU
S0 | CUUGUUUUUCAAAUUUUGGGCAGCG | oo 3D | UCUUCCAACUGGGGACGCCUCUGUU
Sess | UUGUUUUUCAAAUUUUGGGCAGCGG | oo 3do | CUUCCAACUGGGGACGCCUCUGUUC
s£0 1D SEQ ID

S 2e | UGUUUUUCAAAUUUUGGGCAGCGGU | N°2299 | UUCCAACUGGGGACGCCUCUGUUCC

PS236
S22 | GUUUUUCAAAULLUGGGCAGCGGUA | 2D | uccaacUGGGGACGCCUCUGUUCCA
SEse | LuuUUCAAAULUUGGGCAGCGGUAA | B30 | CCAACUGGGGACGCCUCUGUUCCAA
SE3EY | UUUUCAAAUUUUGGGCAGCGGUAAU | 3D | caacuGGGEACGCCUCUGUUCCAAA
SE3e0 | UUUCAAAUUUUGGGCAGCGGUAAUG | S 13D | AACUGGGGACGCCUCUGUUCCAAAU
Sss | UUCAAAULUUGGGCAGCGGUAAUGA | S 30 | ACUGGGGACGCCUCUGUUCCAAAUC
SESI2 | UCAAAUUUUGGGCAGCGGUAAUGAG | Sosld | CUGGGGACGCCUCUGUUCCAAAUCC
SEID | CAAAUUUUGGGCAGCGGUAAUGAGU | Y310 | UGGGGACGCCUCUGUUCCAAAUCCU
SO | AAAUUUUGGGCAGCGGUAAUGAGUU | SoslD | GGGGACGCCUCUGUUCCAAAUCCUG
SO | AAUUUUGGGCAGCGGUAAUGAGUUC | B3l | GGGACGCCUCUGUUCCAAAUCCUGC
SE 1D | AUUUUGGGCAGCGGUAAUGAGUUCU | 5310 | GGACGCCUCUGUUCCAAAUCCUGCA
ﬁﬁ%% UUUUGGGCAGCGGUAAUGAGUUCUU ﬁlE0Q31I8 GACGCCUCUGUUCCAAAUCCUGCAU
ﬁﬁ%% UUUGGGCAGCGGUAAUGAGUUCUUC
Tabla 6: oligonucleétidos para el salto del exén 53 del gen de DMD

ﬁ,EoQg 13 | CUCUGGCCUGUCCUAAGACCUGCUC fl'i%gg CAGCUUCUUCCUUAGCUUCCAGCCA
ﬁ,EoQg 12 | UCUGGCCUGUCCUAAGACCUGCUCA fl'i%gg AGCUUCUUCCUUAGCUUCCAGCCAU
SE312 | CUGGCCUGUCCUAAGACCUGCUCAG | Naaas |  GCUUCUUCCUUAGCUUCCAGCCAUU
N2 | UGGCCUGUCCUAAGACCUGCUCAGC | RE310 | CUUCUUCCUUAGCUUCCAGCCAUUG
ﬁEo% 1[5) GGCCUGUCCUAAGACCUGCUCAGCU ﬁEo%ég UUCUUCCUUAGCUUCCAGCCAUUGU
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S 12 | GCCUGUCCUAAGACCUGCUCAGCUU | Nadso | UCUUCCUUAGCUUCCAGCCAUUGUG
S22 | ccusuccuaaaccuscucaceuue | SEQY | CUUCCUUAGCUUCCAGCCAUUGUGU
SE312 | CUGUCCUAAGACCUGCUCAGCUUCU | Nads> | UUCCUUAGCUUCCAGCCAUUGUGUU
SE12 | UGUCCUAAGACCUGCUCAGCUUCUU | S | UCCUUAGCUUCCAGCCAUUGUGUUG
SE0 | GUCCUAAGACCUGCUCAGCUUCUUC | REQID | CCUUAGCUUCCAGCCAUUGUGUUGA
SE%sy | UCCUAAGACCUGCUCAGCUUCUUCC | Nague |  CUUAGCUUCCAGCCAUUGUGUUGAA
%y | CCUAAGACCUGCUCAGCUUCUUCCU | 2310 | UUAGCUUCCAGCCAUUGUGUUGAAU
SES2 | cuaneaccuscucaceuucuuccuu | RESID | UAGCUUCCAGCCAUUGUGUUGAAUC
Se%l | UAAGACCUGCUCAGCUUCUUCCUUA | RSP | AGCUUCCAGCCAUUGUGUUGAAUCC
e | AAGACCUGCUCAGCUUCUUCCUUAG | 3530 | GCUUCCAGCCAUUGUGUUGAAUCCU
SEQ)Y | AGACCUGCUCAGCUUCUUCCUUAGC | Rl | CUUCCAGCCAUUGUGUUGAAUCCUU
S | GAccuGcucaceuucuuccuuaGey | RESIY | uuccAGCCAUUGUGUUGAAUCCULL
S | AccuecucaccuucuuccuuaGCul | RESDD | uccaGecAuuGUGUUGAAUCCULUA
S0 | CCUGCUCAGCUUCUUCCUUAGCUUC | RE3L0 | ccaGCcAuUGUGUUGAAUCCULUAA
S%a0 | cuscucascuucuuccuuaccuuce | REGID | cacccauuGuGUUGAAUCCULUAAC
SE%s | uscucascuucuuccuuagcuucea | SESIY | AcccauuGUGUUGAAUCCULUAACA
SE310 | GCUCAGCUUCUUCCUUAGCUUCCAG | Nades | GCCAUUGUGUUGAAUCCUUUAACAU
SE3 | cucaccuucuuccuuaceuuceace | REGID | cecauusuGuUGAAUCCULUAACALU
Sy | ucascuucuuccuuaGeuuccaGee | SRS | cauuGUGUUGAAUCCUUUAACAULU

Tabla 7: oligonucleétidos para el salto de otros exones del gen de DMD como se identifica

Exo6n 6 del gen de DMD

SEQID | - AUUUUUGACCUACAUGUGG SEQID |\ JUUUUGACCUACAUGGGAAA G
N.° 359 N. 364

S0 | UUUGACCUACAUGUGGAAAG SEQ D | UACGAGUUGAUUGUCGGACCCAG
SESY | UACAUUUUUGACCUACAUGUGGAA AG | S5210 | GUGGUCUCCUUACCUAUGACUGUGG
SEQID | 5 5UcUCCUUACCUAUGA SEQID | |, 5UCUCAGUAAUCUUCUUACCUAU
N.° 362 N.° 367

SEQID |UCUUACCUAUGACUAUGGAUGAGA
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N.° 363
Exén 7 del gen de DMD
SE0 1D 501 | AUVUACCAACCULCAGGAUCGAGU
SR D | UGCAUGUUCCAGUCGUUGUGUGG SEQD | A
el | CACUAUUCCAGUCAAAUAGGUCUGG | S5312 | GGCCUAAAACACAUACACAUA
Exo6n 11 del gen de DMD
SEQID | 0 ccUGAGGCAULCCCAUCUUGAAU SEQID | CUUGAAUUUAGGAGAULCAUCU
N.° 372 N.° 374
G
SEQID | ) GGACUUACUUGCUUUGUUU SEQ ID | - AucuUCUGAUAAUUUUCCUGUU
N.° 373 N.° 375
Exo6n 17 del gen de DMD
SEQID | ccAUUACAGUUGUCUGUGUU SEQ ID 1 jaaucuGCCUCUUCUULUGG
N.° 376 N.° 378
SEID lusACAGCCUGUGAAAUCUGUGAG
Exo6n 19 del gen de DMD
sEO 1 s 1 | FCCUGAGCUGAUCUGCUGGCAUC
e 10 | CAGCAGUAGUUGUCAUCUGC e | vuGeaGuu
SEQID |GCCUGAGCUGAUCUGCUGGCAUCUUG | SEQ ID
S 0 | e |UCUGCUGGCAUCUUGC
Exo6n 21 del gen de DMD
o4 | GCCGGUUGACUUCAUCCUGUGC S Sae | CUGCAUCCAGGAACAUGGGUCC
GUUGAAGAUCUGAUAGCCGGUU
SEQ D SEQ D
S e | GUCUGCAUCCAGGAACAUGGGUC S | Ga
e Sae | UACUUACUGUCUGUAGCUCUUUCU
Exo6n 44 del gen de DMD
- s 1D | ACCUUCUGUUAGECACUGAUAA
EQ ID EQ ID
SE D | UCAGCUUCUGUUAGCCACUG N
SEO 1D s 1 | CAGCUUCUGUUAGECACUGAUUA
S | UUCAGCUUCUGUUAGCCACU NIVEW
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AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA
SEQ ID SEQID
S | ULUCAGCUUCUGUUAGCCACUG NI
SEQID | caccuuCUGUUAGCCACUGA EQ D | AGCUUCUGUUAGCCACUGAU
N.2 391 N2 416
SEQID 1 yycaccuuCUGUUAGCCACUGA SEQ D | GcuucuGUUAGCCACUGAUU
N. 392 N.° 417
SEQID 1 ycAGCUUCUGUUAGCCACUGA SEQID | AGcuucuGUUAGCCACUGAUU
N.° 393 N2 418
SEQ D | ,)CAGCUUCUGUUAGCCACUGA EQ D | GCUUCUGUUAGCCACUGAUUA
N. 394 N2 419
Na3se | UCAGCUUCUGUUAGCCACUGAU a0 | AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUA
e | UUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAU e D | GCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA
SEiD | UCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUU e D | AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA
N34 | UUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUU | Y2210 | GCUUCUGUUAGCCACUGAUUAAA
N. 399 N.© 424

A
SEQ e |uucaccuucuGuuAaGecAacuGauA | SE2TD | GeuucuGuUAGCCACUGAUUAAA
ooy |ucaccuucuGuuAGEeacUGAULAA | SS90 | CCAUUUGUAUUUAGCAUGUUCCC
SES | uucaceuucusuuaceeacucauuaa | SECID | acauaccauuuGUAULLAGE
SER i |ucaccuucucuuacceacuGauuaaa | SECTD | GecauuUCUCAACAGAUCU
s | LUCAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAAA | S22 10 | GCCAUUUCUCAACAGAUCUGUCA
SEQ D cagcuucuGuUAGCCACUG SEQID | AuucucAGGAAULUGUGUCULUC
N.° 405 N.° 430
SEQID | cAGCUUCUGUUAGCCACUGAU SEQID | ycucaGeAaULUGUGUCUUUC
N.° 406 N.© 431
SEQ ID SEQID
S D | AGCUUCUGUUAGCCACUGAUU S£Q D | GuucAGCUUCUGUUAGCE
SEQ 1D cAGCUUCUGUUAGCCACUGAUU SEQ D | cuGAUUAAAUAUCUUUAUAU C
N.° 408 N.° 433
SEQID SEQID
SEQ D | AGCUUCUGUUAGCCACUGAUUA SEQ D | GeeGeecAUUUCUCAACAG
SEQ ID SEQID
S | CAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUA SEQ ID | guauuuAGCAUGUUCCCA
SEQ D A GCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA SEQ D | caceAAULUGUGUCUUUC
N 411 N.° 436
e D | CAGCUUCUGUUAGCCACUGAUUAA
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Exén 45 del gen de DMD

SEQ D SEQ D GUUGCAUUCAAUGUUCUGACAAC

Noy3s |UUUGCCGCUGCCCAAUGCCAUCCUG | 2590 | AG

SEQ D SEQ D UUGCAUUCAAUGUUCUGACAACA

Nou3g | AUUCAAUGUUCUGACAACAGUUUGC Noura | GU

SEQID SEQ D UGCAUUCAAUGUUCUGACAACAG

No43g | CCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGACAA Nou7a | UU

SEQ ID SEQ 1D GCAUUCAAUGUUCUGACAACAGU

Noa40 | CAGUUGCAUUCAAUGUUCUGAC S | UU

SEQID SEQ D CAUUCAAUGUUCUGACAACAGUU

Nodal |AGUUGCAUUCAAUGUUCUGA o | va

SEQ ID SEQ D AUUCAAUGUUCUGACAACAGUUU

Noaar | GAUUGCUGAAUUAUUUCUUCC e | Ge

SEQID SEQ D UCAAUGUUCUGACAACAGUUUGC

Noaaz | GAUUGCUGAAUUAUUUCUUCCCCAG | (5u7e | €

SEQ ID SEQ D CAAUGUUCUGACAACAGUUUGCC

Nou4a | AUUGCUGAAUUAUUUCUUCCCCAGU ST | GC

SEQ ID AAUGUUCUGACAACAGUUUGCCG

SEQ ID

Noaas |UUGCUGAAUUAUUUCUUCCCCAGUU | 155 0 |
AUGUUCUGACAACAGUUUGCCGC

SEQ ID SEQ ID

Nouds | UBCUGAAUUAUUUCUUCCCCAGUUG | Noy7e | UG

SEQID SEQ D UGUUCUGACAACAGUUUGCCGCU

Noaa7 | GCUGAAUUAUUUCUUCCCCAGUUGC | 15500 | e

SEQ ID SEQ D GUUCUGACAACAGUUUGCCGCUG

Nou4g | CUGAAUUAUUUCUUCCCCAGUUGCA | Jo3er | cC

SEQID SEQ D UUCUGACAACAGUUUGCCGCUGC

Noaag | UBAAUUAUUUCUUCCCCAGUUGCAU Nouga | cC

SEQID SEO D UCUGACAACAGUUUGCCGCUGCC

Nouso | GAAUUAUUUCUUCCCCAGUUGCAUU Nouga | CA

SEQ ID SEQ D CUGACAACAGUUUGCCGCUGCCC

Nous1 | AAUUAUUUCUUCCCCAGUUGCAUUC Nouga | AA
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UGACAACAGUUUGCCGCUGCCCA

SEQID SEQID

Nouss | AUUAUUUCUUCCCCAGUUGCAUUCA Nougs | AU
GACAACAGUUUGCCGCUGCCCAA

SEQ ID SEQID

Nous3 | JUAUUUCUUCCCCAGUUGCAUUCAA Nouse | UG

SEQ SEQ ACAACAGUUUGCCGCUGCCCAAU

EQID EQID

Nouss | JAUUUCUUCCCCAGUUGCAUUCAAU Nougy | GC

. SEQID CAACAGUUUGCCGCUGCCCAAUG

Nouss | AUUUCUUCCCCAGUUGCAUUCAAUG Nouss | CC
AACAGUUUGCCGCUGCCCAAUGC

SEQ ID SEQ ID

Nousg | VWUCUUCCCCAGUUGCAUUCAAUGU Nougs | CA
ACAGUUUGCCGCUGCCCAAUGCC

SEQ ID SEQID

Nous7 | UUCUUCCCCAGUUGCAUUCAAUGUU o490 | AU

. SEQID CAGUUUGCCGCUGCCCAAUGCCA

Nousg | UCUUCCCCAGUUGCAUUCAAUGUUC | 15507 | ye

SEQID SEQID AGUUUGCCGCUGCCCAAUGCCAU

Nousg | CUUCCCCAGUUGCAUUCAAUGUUCU Noug | CC

SE0 D SEQID GUUUGCCGCUGCCCAAUGCCAUC

Noueo | VUCCCCAGUUGCAUUCAAUGUUCUG | P00 | U

SEQID SEQID UUUGCCGCUGCCCAAUGCCAUCC

Nousl | UCCCCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGA | P55 00 | (G

SEQID SEQID UUGCCGCUGCCCAAUGCCAUCCU

Nougs | CCCCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGAC | Jogos | GG

SeQ D SEQID UGCCGCUGCCCAAUGCCAUCCUG

Noups | CCCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGACA N o496 | GA

SEQID SEQID GCCGCUGCCCAAUGCCAUCCUGG

Nou6a | CCAGUUGCAUUCAAUGUUCUGACAA No497 | AG
CCGCUGCCCAAUGCCAUCCUGGA

SEQ ID SEQ ID

Noups | CAGUUGCAUUCAAUGUUCUGACAAC Nea9s | GU
CGCUGCCCAAUGCCAUCCUGGAG

SEQID SEQ ID

Nou6s | AGUUGCAUUCAAUGUUCUGACAACA No499 | UU

SEQID |UCC UGU AGA AUA CUG GCA UC SEQ ID | UGUUUUUGAGGAUUGCUGAA
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N.c 467 N.° 500
UGUUCUGACAACAGUUUGCCGCU
SEQID |UGCAGACCUCCUGCCACCGCAGAUUC | SEQ ID
N.c468 |A N.2501 | GCCCAAUGCCAUCCUGG
UUGCAGACCUCCUGCCACCGCAGAUUCAGGC
SEQID | yuc
N.0 469

Exén 55 del gen de DMD

SEQID

S o | CUGUUGCAGUAAUCUAUGAG SEQ ID | UGCCAUUGUUUCAUCAGCUCUUU
N.° 505
SEQID | ;5 AGUAAUCUAUGAGUUUC SEQID | ) ccUGUAGGACAUUGGCAGU
N.° 503 N.° 506
SEQ ID SEQ D
e, |GAGUCUUCUAGGAGCCUU S | CUUGGAGUCUUCUAGGAGCC
Exo6n 57 del gen de DMD
SEQ ID SEQ D
> e | UAGGUGCCUGCCGGCUU 10 | CUGAACUGCUGGAAAGUCGCC
CUGGCUUCCAAAUGGGACCUGAA
SEQ ID SEQ D
> 9 | UUCAGCUGUAGCCACACC S s | AAAGAAC
Exo6n 59 del gen de DMD
SEQID | e AauUUUUCCCACUCAGUAUU SEQID | yccucAGGAGGCAGCUCUAAAU
N.0 512 N.0 514
SEQ ID
SEQ 2 |uueancuuccuGGAGUCUY
Exo6n 62 del gen de DMD
SEQ ID SEQ D
S"Q 2 |UGGCUCUCUCCCAGGE =R D | GEGCACULUGUUUGGEG
SEQID |GAGAUGGCUCUCUCCCAGGGACCCUG
N°516 |G
Exo6n 63 del gen de DMD
SEQ ID SEQ D
e D |GBUCCCAGCAAGUUGUUUG SEQ D | GUAGAGCUCUGUCAUUUUGGG
SR Y | UGGGAUGGUCCCAGCAAGUUGUUUG
Exén 65 del gen de DMD
UCUGCAGGAUAUCCAUGGGCUGG
Nqsy | GCucaaGAGAUCCACUGCAAAAAAC | SEQTD

uc
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SEQID
N.0 522

GCCAUACGUACGUAUCAUAAACAUUC

Exén 66 del gen de DMD

SEQID |GAUCCUCCCUGUUCGUCCCCUAUUAU
N.c524 |G
Exén 69 del gen de DMD

ﬁ%%g UGCUUUAGACUCCUGUACCUGAUA
Exén 75 del gen de DMD

SEQID SEQID

No5og | CGCEGCCUUUGUGUUGAC No52g | CCUUUAUGUUCGUGCUGCU
EEC,%;? GGACAGGCCUUUAUGUUCGUGCUGC

Leyendas de las figuras

[0091]

Figura 1. En miotubos de control humano, una serie de AON (PS237, PS238, y PS240; SEQ ID N.° 65,
66, 16 respectivamente) dirigidos al exdn 43 se evalué a 500 nM. PS237 (SEQ ID N.° 65) indujo
reproductivamente los niveles mas altos de salto del exén 43. (M: marcador de tamafio de ADN; NT:
células no tratadas)

Figura 2. En miotubos de un paciente con DMD con una delecion del exon 45, una serie de AON
(PS177, PS179, PS181, y PS182; SEQ ID N.° 91, 70, 110, y 117 respectivamente) dirigidos al exén 46
se evalio en dos concentraciones diferentes (50 y 150 nM). PS182 (SEQ ID N.° 117) indujo
reproductivamente los niveles mas altos de salto del exdn 46. (M: marcador de tamafio de ADN)

Figura 3. En miotubos de control humano, una serie de AON (PS245, PS246, PS247, y PS248, SEQ ID
N.°c 167, 165, 166, y 127 respectivamente) dirigidos al exdn 50 se evalué a 500 nM. PS248 (SEQ ID N.°
127) indujo reproductivamente los niveles mas altos de salto del exdn 50. (M: marcador de tamafio de
ADN; NT: células no tratadas).

Figura 4. En miotubos de control humano, dos nuevos AON (PS232 y PS236; SEQ ID N.° 246 y 299
respectivamente) dirigidos al exdn 52 se evaluaron en dos concentraciones diferentes (200 y 500 nM) y
se compararon directamente con un AON (52-1) previamente descrito. PS236 (SEQ ID N.° 299) indujo
reproductivamente los niveles mas altos de salto del exén 52. (M: marcador de tamafio de ADN; NT:
células no tratadas).
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REIVINDICACIONES

1. Oligonucleétido antisentido, donde dicho oligonucledtido antisentido comprende o consiste en la secuencia de
nucleétidos antisentido SEQ ID N.°: 287.

2. Oligonucledtido segun la reivindicacién 1, que comprende un oligonucleétido antisentido 2-O-
alquilfosforotioato.

3. Oligonucleétido segun la reivindicacion 2, que comprende una ribosa 2'-O-metilfosforotioato.

4. Oligonucleétido segin la reivindicacion 1, donde el oligonucledtido es un oligbmero de morfolino
fosforodiamidato (PMO).

5. Vector basado en virus, que comprende un casete de expresion que impulsa la expresion de un
oligonucledtido tal y como se define en la reivindicacion 1.

6. Oligonucle6tido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el vector basado en virus segun la
reivindicacion 5 para el uso como un medicamento, preferiblemente para modular el empalme del pre-ARNm de
la distrofina de un paciente con DMD o BMD o para el tratamiento de un paciente con DMD o BMD.

7. Composicion farmacéutica que comprende un oligonucledtido tal y como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 yl/o el vector segun la reivindicacion 5, un portador farmacéutico aceptable, y
opcionalmente combinado con un oligonucledtido antisentido que es capaz de inducir o promover el salto de al
menos uno de los exones 51, 53, 55, 57, 59 0 69 del preARNm de la distrofina de un paciente.

8. Método in vitro o ex vivo para inducir y/o promover el salto de al menos el exén 52 del pre-ARNm de la
distrofina en una célula aislada de un paciente, donde el método comprende proporcionar a dicha célula un
oligonucledtido tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el vector segun la reivindicacién
5.

9. Método segun la reivindicacion 8, donde se usa un oligonucleétido antisentido adicional que es capaz de
inducir o promover el salto de al menos uno de los exones 51, 53, 55, 57, 59 0 69 del pre-ARNm de la distrofina
de un paciente.

10. Uso del oligonucledtido tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, del vector segun la
reivindicacion 5, o de la composicion farmacéutica segun la reivindicacion 7 para modular el empalme del pre-
ARNm de la distrofina en una célula miogénica humana o célula muscular in vitro, o para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de un paciente con DMD o BMD.
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