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DESCRIPCIÓN

Oligonucleótido para el tratamiento de pacientes con distrofia muscular

Campo de la invención

La invención se refiere al campo de la genética humana, más específicamente a un método para diseñar un 
monooligonucleótido que es preferiblemente capaz de inducir la omisión (salto) de dos o más exones de un pre-ARNm. 5
La invención proporciona, además de dicho oligonucleótido, una composición farmacéutica que comprende dicho 
oligonucleótido, y el uso de dicho oligonucleótido como se identifica en la presente memoria.

Antecedentes de la invención

Los oligonucleótidos están surgiendo en la medicina para tratar trastornos genéticos como la distrofia muscular. La 
distrofia muscular (DM) se refiere a enfermedades genéticas que se caracterizan por una paresia y degeneración 10
progresivas de los músculos esqueléticos. La distrofia muscular de Duchenne (DMD) y la distrofia muscular de Becker 
(DMB), son las formas más comunes de distrofia muscular en la infancia y se usan en la presente memoria para ilustrar 
la invención. La DMD es un trastorno neuromuscular letal grave que produce una dependencia de ayuda de silla de 
ruedas antes de los 12 años y los pacientes con DMD frecuentemente mueren antes de los 30 años debido a 
insuficiencia respiratoria o cardíaca.15

La DMD está causada por mutaciones en el gen DMD; principalmente por deleciones o duplicaciones con 
desplazamiento de marco de uno o más exones, por pequeñas inserciones o deleciones de nucleótidos, o por 
mutaciones puntuales finalizadoras (nonsense), que normalmente dan como resultado la ausencia de distrofina 
funcional. Durante la última década, la modificación de corte y empalme específicamente inducida para restablecer el 
marco de lectura alterado del transcrito de DMD ha surgido como una terapia prometedora para la distrofia muscular 20
de Duchenne (DMD) (van Ommen GJ et al, Yokota T., et al, van Deutekom et al., Goemans N.M., et al.,). Usando 
oligonucleótidos antisentido (OAS) de secuencia específica que se dirigen a un exón específico que flanquea o 
contiene la mutación e interfieren con sus señales de corte y empalme, la omisión de ese exón se puede inducir 
durante el procesamiento del pre-ARNm de DMD. A pesar de la transcripción truncada resultante, se restablece el 
marco abierto de lectura y se introduce una proteína que es similar a las que se encuentran en los pacientes con 25
distrofia muscular de Becker normalmente más leve. La omisión del exón inducida por OAS proporciona un enfoque 
terapéutico específico de mutación y, por lo tanto, posiblemente personalizado para pacientes con DMD y para 
pacientes específicos con DMB grave. Como la mayoría de las mutaciones se agrupan alrededor de los exones 45 a 
55 en el gen DMD, la omisión de un exón específico en esa región puede ser terapéutica para una subpoblación de 
pacientes con una variedad de mutaciones. La omisión del exón 51 afecta a las subpoblaciones más grandes de30
pacientes (aproximadamente el 13 %), incluidos aquellos con deleciones de los exones 45 a 50, 48 a 50, 50 o 52. Para 
algunas mutaciones, para restablecer el marco abierto de lectura se requiere omitir más de un exón. Por ejemplo, para 
pacientes con DMD con una deleción del exón 46 al exón 50 en el gen DMD, solo sería correctiva la omisión de los 
exones 45 y 51. Para tratar a estos pacientes, se requiere la administración de dos oligonucleótidos, uno dirigido al 
exón 45 y el otro al exón 51. La viabilidad de omitir dos o múltiples exones consecutivos usando una combinación de 35
OAS, ya sea en un cóctel o en construcciones genéticas suministradas por virus, ha sido objeto de intensos estudios 
(Aartsma-Rus A. et al., 2004; Béroud C., et al.; Van Vliet L., et al.; Yokota T., et al.; Goyenvalle A., et al.,). La omisión 
de múltiples exones sería aplicable a subpoblaciones combinadas de pacientes, lo que permitiría imitar las deleciones 
que se sabe que están asociadas a fenotipos relativamente leves, y proporcionaría una herramienta para abordar 
mutaciones raras fuera de la región de deleción de puntos calientes en el gen DMD. Sin embargo, un inconveniente 40
para el desarrollo de fármacos que comprenden múltiples oligonucleótidos es que las autoridades reguladoras de 
fármacos pueden considerar los oligonucleótidos de diferentes secuencias como fármacos diferentes, requiriendo cada 
uno de ellos demostrar una producción estable, y ensayos clínicos y de toxicidad. Por lo tanto, existe la necesidad de 
un compuesto molecular sencillo capaz de inducir la omisión de al menos dos exones para facilitar el tratamiento de 
subgrupos combinados de pacientes con DMD.45

Descripción de la invención

La invención proporciona un método para diseñar un monooligonucleótido, en donde dicho oligonucleótido puede 
unirse a una región de un primer exón y a una región de un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm, en donde 
dicha región de dicho segundo exón tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón. Los 
oligonucleótidos obtenibles mediante dicho método son preferiblemente capaces de inducir la omisión de dicho primer 50
exón y dicho segundo exones de dicho pre-ARNm. Preferiblemente, también se induce la omisión de uno o más 
exones adicionales, en donde dicho uno o más exones adicionales se localizan preferiblemente entre dicho primer y 
dicho segundo exones. La transcripción resultante de dicho pre-ARNm, en donde se omiten dichos exones, está en 
marco.

Oligonucleótido55

En un primer aspecto, la invención se refiere a un oligonucleótido que puede unirse a una región de un primer exón y 
a una región de un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm, en donde dicha región de dicho segundo exón tiene 
una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón.
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Este oligonucleótido es preferiblemente capaz de inducir la omisión de dichos primer y segundo exones de dicho pre-
ARNm; más preferiblemente se induce la omisión de uno o más exones adicionales, en donde dichos uno o más 
exones adicionales se localizan preferiblemente entre dichos primer y dicho segundo exones, y en donde la 
transcripción resultante está en marco (de lectura).

La omisión de exones interfiere con los procesos naturales de corte y empalme que ocurren en una célula eucariota. 5
En eucariotas superiores, la información genética de las proteínas en el ADN de la célula está codificada en exones 
que están separados entre sí por secuencias intrónicas. Estos intrones son, en algunos casos, muy largos. La 
maquinaria de transcripción de eucariotas genera un pre-ARNm que contiene exones e intrones, mientras que la 
maquinaria de corte y empalme, a menudo ya durante la producción en curso del pre-ARNm, genera el ARNm 
codificante real para la proteína eliminando los intrones y conectando los exones presentes en el pre-ARNm durante 10
un proceso denominado corte y empalme.

Un oligonucleótido de la invención que es capaz de unirse a una región de un primer exón de un pre-ARNm y a una 
región de un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm, debe interpretarse como un oligonucleótido adecuado para 
unirse a una región de un primer exón de un pre-ARNm y adecuado para unirse a una región de un segundo exón 
dentro del mismo pre-ARNm. Dicho oligonucleótido de la invención se caracteriza por su unión característica (es decir, 15
capacidad de unirse), cuando se usa con, o en combinación con, un pre-ARNm, preferiblemente en una célula. Dentro 
de este contexto, la expresión "capaz de" puede reemplazarse por "poder". Por tanto, el experto en la técnica apreciará 
que un oligonucleótido capaz de unirse a una región de un primer exón y capaz de unirse a una región de un segundo 
exón dentro del mismo pre-ARNm, definido por una secuencia de nucleótidos, define dicho oligonucleótido 
estructuralmente, es decir, dicho oligonucleótido tiene una secuencia tal que es inversamente complementaria a la 20
secuencia de dicha región de dicho primer exón y también inversamente complementaria a la secuencia de dicha 
región de dicho segundo exón dentro del mismo pre-ARNm. El grado de complementariedad inversa con dichas 
regiones de dicho primer y/o segundo exón que se necesita para un oligonucleótido de la invención puede ser inferior 
al 100 %. Se puede permitir una determinada cantidad de emparejamientos erróneos o uno o dos huecos, como se 
aborda más adelante en la presente memoria. La secuencia de nucleótidos de una región de un primer exón que tiene 25
una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho segundo exón (o la secuencia de nucleótidos de una región 
de un segundo exón que tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón ), a la cual 
puede unirse el oligonucleótido de la invención, podría diseñarse usando un método de la invención como se explica 
más adelante en la presente memoria. El pre-ARNm preferido es un pre-ARNm de distrofina.

En la tabla 2 se definen las combinaciones preferidas del primer y segundo exones del pre-ARNm de distrofina y las 30
regiones preferidas de dichos primer y segundo exones de distrofina. El oligonucleótido de la invención es 
preferiblemente capaz de inducir la omisión de dichos primer y segundo exones de dicho pre-ARNm de distrofina; más 
preferiblemente se induce la omisión de uno o más exones adicionales, en donde dichos uno o más exones adicionales 
se localizan preferiblemente entre dichos primer y dicho segundo exones, y en donde la transcripción de distrofina 
resultante está en marco, preferiblemente como en la Tabla 1.35

Una transcripción está en marco cuando tiene un marco abierto de lectura que permite la producción de una proteína. 
El estado en marco de un ARNm puede evaluarse mediante un análisis de secuencias y/o RT-PCR como sabe un 
experto en la técnica. La proteína resultante que es el resultado de la traducción de la transcripción en marco se puede 
analizar mediante inmunofluorescencia y/o análisis de transferencia Western usando anticuerpos que reaccionan en 
cruzado con dicha proteína, como sabe un experto en la técnica. A lo largo de la invención, puede decirse que un 40
oligonucleótido, como se identifica en la presente memoria, es funcional si mediante RT-PCR y/o análisis de secuencia 
se identifica una transcripción resultante en marco, o si la proteína resultante de dicha transcripción en el marco se 
identifica mediante inmunofluorescencia y/o análisis de transferencia Western, en un sistema relevante in vitro o in 
vivo dependiendo de la identidad de la transcripción. Si la transcripción es la transcripción de distrofina, un sistema 
relevante puede ser un miocito, o miotubo, o fibra muscular o miofibra, de un donante sano o un paciente con DMD 45
como se explica más adelante en la presente memoria.

En una realización, una región de un segundo exón (presente dentro del mismo pre-ARNm que una región de un 
primer exón) tiene una identidad de al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % 
con una región de un primer exón como se identificó anteriormente (en la Tabla 2 se identifican las regiones preferidas 
de un primer y un segundo exón de distrofina). El porcentaje de identidad puede evaluarse a lo largo de dicho primer 50
y/o segundo exón o en una región de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 
o más nucleótidos como se ilustra para los exones de distrofina de la presente memoria. Está claro para el experto en 
la técnica, que un primer y un segundo exón, como se identifica en la presente memoria, son dos exones distintos de 55
un solo pre-ARNm o dos exones distintos dentro del mismo pre-ARNm. Un primer exón, como se identifica en la 
presente memoria, puede localizarse cadena arriba (es decir, en dirección 5') del segundo exón dentro del mismo pre-
ARNm que se identifica en la presente memoria, o dicho segundo exón puede estar cadena arriba de dicho primer
exón.

Preferiblemente, dicho primer exón se localiza cadena arriba de dicho segundo exón. Está claro para un experto en la 60
técnica que un oligonucleótido de la invención puede diseñarse principalmente para ser capaz de unirse a una región 
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de un primer exón; en vista de la identidad de una región de dicho primer y segundo exones, dicho oligonucleótido 
secundario también puede ser capaz de unirse a dicha región de dicho segundo exón. El diseño inverso es posible: 
un oligonucleótido de la invención puede diseñarse principalmente para ser capaz de unirse a una región de un 
segundo exón; en vista de la identidad de una región de dicho primer y segundo exones, dicho oligonucleótido 
secundario también puede ser capaz de unirse a dicha región de dicho primer exón.5

El porcentaje de identidad entre una región del primer exón y una región del segundo exón, puede evaluarse en toda 
la región de dicho primer exón, en donde esa región puede ser más corta, más larga o igual de larga que la parte de 
esa región a la que es capaz de unirse el oligonucleótido de la invención. Como se emplea en esta memoria, la región 
del primer exón y la región del segundo exón, también pueden identificarse como la región o regiones de identidad. 
Preferiblemente, la región del primer exón que define la identidad con la región del segundo exón es igual de larga o 10
más larga que la parte de esa región a la que puede unirse el oligonucleótido de la invención. Debe entenderse que 
el oligonucleótido de la invención puede ser capaz de unirse a una parte más pequeña, o a una parte parcialmente 
superpuesta, de dichas regiones utilizadas para evaluar la identidad de secuencia del primer y/o segundo exón. Por 
lo tanto, debe entenderse, que un oligonucleótido que puede unirse a una región de un primer y un segundo exón, 
puede unirse a una parte de dicha región de dicho primer exón y de dicho segundo exón. Dicha parte puede ser tan 15
larga como dicha región de dicho primer y/o dicho segundo exón. Dicha parte puede ser más corta o más larga como 
dicha región de dicho primer y/o dicho segundo exón. Dicha parte puede estar comprendida dentro de dicha región de 
dicho primer y/o dicho segundo exón. Dicha parte puede solaparse con dicha región de dicho primer y/o dicho segundo 
exón. Esta superposición puede ser de 1, 2, 3, 4, 5 o más nucleótidos en el lado 5' y/o en el lado 3' de la región de 
dicho primer y/o segundo exón. El oligonucleótido puede tener una longitud de al menos 1, 2, 3, 4, 5 o más nucleótidos 20
o menor longitud que la región de dicho primer y/o dicho segundo exón y puede estar en el lado 5' o 3' de dicha región 
de la primera y/o segunda región.

La región, que tiene 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 
70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80 o hasta 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 o más 25
nucleótidos, usados para calcular el porcentaje de identidad entre un primer exón y un segundo exón, puede ser un 
tramo continuo o puede estar interrumpido por uno, dos, tres, cuatro o más huecos, siempre que el porcentaje de 
identidad en toda la región sea de al menos 50 %.

El porcentaje de identidad entre la región del primer exón y la región del segundo exón, puede evaluarse usando 
cualquier programa conocido por el experto en la técnica. Preferiblemente, dicha identidad se evalúa de la siguiente 30
manera: el mejor alineamiento por pares entre el primer y el segundo exones usando la herramienta en línea EMBOSS 
Matcher usando ajustes predeterminados (Matriz: EDNAFULL, penalización por hueco: 16, penalización por extensión: 
4).

Como se emplea en esta memoria, un oligonucleótido se refiere preferiblemente a un oligómero que puede unirse a, 
dirigirse a, hibridarse con, y/o es inversamente complementario a, una región o a una parte de una región de un primer 35
y un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm.

Un oligonucleótido, como se identifica en la presente memoria (es decir, que puede unirse a una región de un primer 
exón y a una región de otro exón (es decir, un segundo exón) dentro del mismo pre-ARNm, en donde dicha región de 
dicho segundo exón tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón) también es 
preferiblemente al menos 80 % inversamente complementario a dicha región de dicho primer exón y al menos 45 % 40
inversamente complementario a dicha región de dicho segundo exón. Más preferiblemente, dicho oligonucleótido es 
al menos 85 %, 90 %, 95 % o 100 % complementario inverso con respecto a dicha región de dicho primer exón y al 
menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % complementario inverso con respecto 
a dicha región de dicho segundo exón. La complementariedad inversa se evalúa preferiblemente, pero no 
necesariamente, en toda la longitud del oligonucleótido.45

Un oligonucleótido incluido en la invención puede comprender al menos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 nucleótidos. Un oligonucleótido incluido en la 
invención puede comprender como máximo 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 
21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10 nucleótidos. La longitud del oligonucleótido de la invención se define por 
el número total de nucleótidos incluidos en dicho oligonucleótido, independientemente de cualquier modificación 50
presente en dicho oligonucleótido. Como se expone más adelante, los nucleótidos pueden contener determinadas 
modificaciones químicas, pero dichos nucleótidos modificados todavía se consideran nucleótidos en el contexto de la 
presente invención. Dependiendo de las características químicas de un oligonucleótido, la longitud óptima de un 
oligonucleótido puede ser distinta. Por ejemplo, la longitud de un oligonucleótido 2'-O- metilfosforotioato puede ser de 
15 a 30. Si este oligonucleótido se modifica adicionalmente como se ilustra en el la presente memoria, la longitud 55
óptima puede acortarse a 14, 13 o incluso una longitud menor.

En una realización preferida, el oligonucleótido de la invención no tiene más de 30 nucleótidos, para limitar la 
posibilidad de reducir la eficiencia de la síntesis, el rendimiento, la pureza o escalabilidad, reducir la biodisponibilidad 
y/o la captación y el tránsito celular, reducir la seguridad y limitar el coste de bienes. En una realización más preferida, 
un oligonucleótido varía entre 15 y 25 nucleótidos. Lo más preferiblemente, un oligonucleótido incluido en la invención 60
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consiste en 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucleótidos. La longitud del oligonucleótido de la invención es preferiblemente tal 
que la funcionalidad o actividad del oligonucleótido se define induciendo al menos un 5 % de la omisión del primer y 
segundo exones (y cualquier exón o exones entre medias), o facilitando que se forme al menos el 5 % de una 
transcripción en marco, cuando se usa al menos 100 nM de dicho oligonucleótido para transfectar un cultivo celular 
relevante in vitro. La evaluación de la presencia de dicha transcripción ya se ha explicado en la presente memoria. Un 5
cultivo celular relevante es un cultivo celular en donde el pre-ARNm que comprende dichos primer y dicho exones, se 
transcribe y se corta y empalma en un transcrito de ARNm. Si el pre-ARNm es el pre-ARNm de distrofina, un cultivo 
celular relevante comprende miocitos (diferenciados). En este caso, se forma al menos un 20 % de una transcripción 
en marco cuando se usa al menos 250 nM de dicho oligonucleótido.

Una región de un primer exón puede tener al menos 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 10
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80 o hasta 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 
160, 170, 180, 190, 200 o más nucleótidos. Una región de un primer exón también se puede definir como que es al 
menos el 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % de la longitud de dicho exón. 
Una región de un primer exón puede denominarse región de identidad.15

Una región de un segundo exón puede tener al menos 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80 o hasta 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 
160, 170, 180, 190, 200 o más nucleótidos. Una región de un segundo exón se puede definir como que es al menos 
el 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % de la longitud de dicho exón. Una región 20
de un segundo exón puede denominarse región de identidad.

En una realización, el oligonucleótido de la invención es capaz de unirse a una región de exón U+1 (primer exón) de 
un pre-ARNm, en donde una región de otro exón D-1 (segundo exón) dentro del mismo pre-ARNm tiene una identidad 
de al menos 50 % con dicha región de dicho exón (U+1), en donde dicho oligonucleótido es para la omisión de dicho 
exón U+1 y dicho exón D-1 (y de uno o más exones adicionales preferiblemente localizados entre dicho primer y dicho 25
segundo exones) de dicho pre-ARNm, para obtener una transcripción en marco en la que los exones U y D se cortan 
y empalman entre sí (por ejemplo, para DMD, preferiblemente como en la Tabla 1). Un oligonucleótido de la invención 
también se identifica en la presente memoria como un compuesto. Un oligonucleótido de la invención es 
preferiblemente un oligonucleótido antisentido (es decir, OAS). Un oligonucleótido es preferiblemente para omitir 
dichos dos exones (es decir, dicho primer exón (U+1) y dicho segundo exón (D-1)) de dicho pre-ARNm, y en donde el 30
transcrito resultante (en el que U se corta y empalma directamente con D ) es en marco (por ejemplo, para DMD 
preferiblemente como en la Tabla 1). Se puede decir que dicho oligonucleótido induce la omisión de dichos dos exones 
en un solo pre-ARNm. Opcionalmente, se induce la omisión de uno o más exones adicionales, en donde dicho exón 
o exones adicionales se localizan preferiblemente entre dicho primer y dicho segundo exones y la transcripción 
resultante está en marco.35

Un oligonucleótido es más preferiblemente para la omisión de dichos dos exones (es decir, dicho primer y dicho 
segundo exones), y todo el tramo de exones entre medias de dicho primer y dicho segundo exones, en dicho pre-
ARNm, para eliminar cualquier mutación dentro de dicho tramo, y para obtener una transcripción que sea más corta 
pero que tenga un marco abierto de lectura restablecido que permita la producción de proteínas.

Sin querer limitarse a ninguna teoría, se cree que debido a la identidad o similitud de secuencia de al menos 50 % 40
entre dichos dos exones, un monooligonucleótido de la invención puede unirse e inducir la omisión de ambos exones, 
y, preferiblemente, de todo el tramo de exones entre medias para obtener una transcripción más corta, que está en 
marco. Por tanto, dichos dos exones pueden ser adyacentes en un pre-ARNm o pueden estar separados por al menos 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 exones. La región que abarca uno o más exones presentes 45
entre dichos primer y dicho segundo exones, también puede denominarse tramo de (múltiples) exones o tramo 
multiexónico. Preferiblemente, el primer exón de este tramo multiexónico es el primer exón identificado anteriormente 
en la presente memoria y el último exón de este tramo multiexónico es el segundo exón identificado anteriormente en 
la presente memoria. Un oligonucleótido de la invención también puede identificarse como un oligonucleótido que 
puede ser capaz de inducir la omisión de dichos dos exones o la omisión de un tramo de (múltiples) exones o la 50
omisión de dicho tramo multiexónico. En una realización preferida, la omisión tanto del primer exón como del segundo 
exón, se induce usando un monooligonucleótido de la invención. En una realización preferida, la omisión de más de 
uno, más de 2, más de 3, más de 4, más de 5, más de 6, más de 7, más de 8, más de 9, más de 10, más de 11, más 
de 12, más de 13, más de 14, más de 15, más de 16, más de 17 exones, más de 18, más de 19, más de 20, más de 
21, más de 22, más de 23, más de 24, más de 25, más de 26, más de 27, más de 28, más de 29, más de 30, más de 55
31, más de 32, más de 33, más de 34, más de 35, más de 36, más de 37, más de 38, más de 39, más de 40, más de 
41, más de 42, más de 43, más de 44, más de 45, más de 46, más de 47, más de 48, más de 49, más de 50 exones, 
se lleva a cabo usando un monooligonucleótido y, por lo tanto, esta omisión de más de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 exones, se lleva a cabo sin usar una mezcla o un cóctel de dos o más oligonucleótidos 60
distintos, o sin usar dos o más oligonucleótidos distintos que pueden estar unidos con uno o más enlazadores, o sin 
usar una construcción génica que transcriba dos o más oligonucleótidos distintos. Por lo tanto, en una realización, se 

E13739847
26-11-2019ES 2 758 982 T3

 



6

proporciona que la invención incluya un monooligonucleótido y que no comprenda dos o más oligonucleótidos distintos, 
siendo dicho monooligonucleótido capaz de unirse a dichos primer y dicho segundo exones, y de inducir la omisión de 
al menos dichos primer y dicho segundo exones dentro de un solo pre-ARNm como se explica en la presente memoria. 
En este contexto, el experto en la técnica entiende que la palabra "sencilla" no se refiere al número de moléculas que 
se necesitan para inducir la omisión de exones. Sencilla se refiere a la secuencia de un oligonucleótido: la invención 5
incluye una secuencia monooligonucleotídica y su uso y no comprende dos o más secuencias de oligonucleótidos 
distintas, siendo dicha secuencia monooligonucleotídica capaz de unirse a dicho primer y dicho segundo exones, y de 
inducir la omisión de al menos dicho primer y dicho segundo exones dentro de un solo pre-ARNm como se explica en 
la presente memoria. Esta es la primera invención que permite la omisión de más de un exón con un solo 
monooligonucleótido para tratar una enfermedad causada por una mutación (rara) en un gen, siempre que en dicho 10
gen, diferentes exones comprendan regiones que tengan una identidad de secuencia de al menos 50 %.

Preferiblemente, un oligonucleótido de la invención se usa como una parte de la terapia basada en la actividad 
moduladora de ARN como se define más adelante en la presente memoria. Dependiendo de la identidad de la 
transcripción, en donde están presentes el primer y el segundo exones, se puede diseñar un oligonucleótido para 
prevenir, tratar o retrasar una enfermedad determinada.15

Se ha demostrado que el direccionamiento de dos exones dentro de un solo pre-ARNm con un monooligonucleótido 
capaz de unirse a ambos exones, da como resultado ARNm que carece de los exones diana y, de manera adicional,
de todo el tramo de exones entre medias. Una ventaja de dicho monooligonucleótido, como se define en la presente 
memoria, es que pueden tratarse los defectos causados por diferentes mutaciones dentro de este tramo multiexónico. 
Si uno eligiese usar dos o más oligonucleótidos distintos para inducir la omisión de dos o más exones, se debería 20
tener en cuenta, por ejemplo, que cada oligonucleótido puede tener su propio perfil farmacocinético (PK, 
pharmacokinetic) y que por tanto, habría que buscar condiciones en donde cada uno de ellos esté presente de manera 
similar en una misma célula. Por lo tanto, otra ventaja de usar uno solo monooligonucleótido capaz de unirse a dos 
exones diferentes, como se identificó anteriormente, es que la producción, la toxicidad, la búsqueda de dosis y las 
pruebas clínicas se facilitan enormemente ya que pueden reducirse a la producción y pruebas directas de un solo 25
compuesto.

A continuación se definen características adicionales del oligonucleótido de la invención.

Dentro del contexto de la invención, en una realización preferida, un oligonucleótido es capaz de unirse a, dirigirse a, 
hibridarse con, es complementario inverso con y/o es capaz de inhibir la función de al menos una secuencia reguladora 
de corte y empalme dentro de al menos dicho primer exón y/o dicho segundo exón y/o está afectando a la estructura 30
de al menos dicho primer exón y/o dicho segundo exón:
en donde dicho oligonucleótido comprende una secuencia que puede unirse a, dirigirse a, hibridarse con y/o es 
complementaria inversa con respecto a un sitio de unión para una proteína de serina-arginina (SR, serine-arginine) en 
dicho primer y/o segundo exones
y/o35
en donde dicho oligonucleótido es capaz de unirse a, dirigirse a, hibridarse con y/o es complementario inverso con 
respecto a un potenciador de corte y empalme exónico (ESE, siglas del inglés exonic splicing enhancer), una secuencia 
de reconocimiento de exones (ERS, siglas del inglés exon recognition sequence) y/o un silenciador de corte y empalme 
exónico (ESS, siglas del inglés exonic splicing silencer) en dicho primer y/o segundo exones.

Más preferiblemente, dicho oligonucleótido que puede unirse a, dirigirse a, hibridarse con y/o que es complementario 40
inverso con respecto a una región de un primer exón de pre-ARNm y/o a una región de un segundo exón de pre-
ARNm es capaz de inhibir específicamente al menos una secuencia reguladora de corte y empalme y/o afectar a la 
estructura de al menos dicho primer y/o segundo exones en dicho pre-ARNm. La interferencia con dichas secuencias 
y/o estructuras reguladoras de corte y empalme tiene la ventaja de que dichos elementos se localizan dentro del exón. 
Al proporcionar dicho oligonucleótido, como se define en la presente memoria, es posible ocultar eficazmente al menos 45
dichos primer y segundo exones, y preferiblemente todo el tramo de exones entre medias, del mecanismo de corte y 
empalme. El hecho de que el mecanismo de corte empalme no reconozca estos exones, da lugar a la omisión o 
exclusión de estos exones del ARNm final. Esta realización se centra solo en secuencias codificantes. Se cree que 
esto permite que el método sea más específico y, por lo tanto, fiable. La complementariedad inversa de dicho 
oligonucleótido con respecto a dicha región de dicho primer y/o segundo exones de un pre-ARNm es preferiblemente 50
de al menos 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 %.

Por lo tanto, la presente invención se refiere a un oligonucleótido antisentido para su uso como un medicamento para 
prevenir, retrasar, mejorar y/o tratar una enfermedad en un sujeto,
en donde dicho oligonucleótido es capaz de unirse a una región de un primer exón y una región de un segundo exón,
en donde dicha región de dicho segundo exón tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer 55
exón,
en donde dicho primer y dicho segundo exones están dentro de un mismo pre-ARNm en dicho sujeto,
en donde dicha unión da como resultado la omisión de dicho primer exón y dicho segundo exón y preferiblemente la 
omisión de un tramo de múltiples exones que comienza con dicho primer exón e incluye uno o más exones presentes 
entre dicho primer y dicho segundo exones y como máximo la omisión de todo el tramo de exones entre dicho primer 60
y dicho segundo exones, y
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en donde se obtiene una transcripción en marco que permite la producción de una proteína funcional o semifuncional.

Preferiblemente, como se explica en la presente memoria, dicho oligonucleótido es capaz de inducir la omisión de todo 
el tramo de exones entre dicho primer exón y dicho segundo exón.

Más preferiblemente, como se explica en la presente memoria, dicha unión de dicho oligonucleótido es capaz de 
interferir con al menos una secuencia reguladora de corte y empalme en dichas regiones de dichos primer y segundo 5
exones y/o con la estructura secundaria de dichos primer y/o segundo exones y/o con la estructura secundaria que 
incluye al menos dicho primer y/o dicho segundo exones en dicho pre-ARNm. Las secuencias reguladoras de corte y 
empalme preferidas se presentan más adelante en la presente memoria.

Por lo tanto, una realización preferida se refiere a un oligonucleótido de la invención que puede unirse a una región de 
un primer exón de un pre-ARNm y/o a una región o a un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm, en donde dicha 10
región de dicho segundo exón dentro del mismo pre-ARNm tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de 
dicho primer exón (p. ej., para la DMD preferiblemente como en la Tabla 2), en donde dicho oligonucleótido es capaz 
de inducir la omisión de dichos primer y segundo exones de dicho pre-ARNm; dando como resultado una transcripción 
que está en marco (p. ej., para la DMD preferiblemente como en la Tabla 1 o la Tabla 6). Dicho oligonucleótido 
proporciona a dicho individuo una proteína funcional o semifuncional, y dicho oligonucleótido comprende además:15

- una secuencia que puede unirse a, dirigirse a, hibridación con, y/o que es complementaria inversa con respecto a 
una región de un primer y/o segundo exón de pre-ARNm que se hibrida con otra parte de un primer y/o segundo 
exón de pre-ARNm (estructura cerrada), y/o

- una secuencia que puede unirse a, dirigirse a, hibridarse con y/o que es complementaria inversa con respecto a 
una región de dicho primer y/o segundo exón de pre-ARNm que no se hibrida en dicho pre-ARNm (estructura 20
abierta).

Para esta realización, se hace referencia a la solicitud de patente WO 2004/083446. Las moléculas de ARN exhiben 
estructuras secundarias fuertes, principalmente debido al emparejamiento de bases de tramos complementarios 
inversos o parcialmente complementarios inversos dentro del mismo ARN. Hace mucho tiempo se pensó que las 
estructuras en el ARN desempeñan un papel en la función del ARN. Sin quedar ligados a ninguna teoría, se cree que 25
la estructura secundaria del ARN de un exón juega un papel en la estructuración del proceso de corte y empalme. A 
través de su estructura, un exón se reconoce como una parte que debe incluirse en el ARNm. En una realización, un 
oligonucleótido es capaz de interferir con la estructura de al menos dicho primer exón y probablemente también de 
dicho segundo exón y posiblemente también con el tramo de exones entre medias, y por lo tanto, capaz de interferir 
con el corte y empalme de dicho primer exón, y probablemente también de dicho segundo exón, y posiblemente 30
también con el tramo de exones entre medias, ocultando dichos exones al mecanismo de corte y empalme y por lo 
tanto dando como resultado la omisión de dichos exones. Sin quedar ligados a ninguna teoría, se cree que la 
superposición con una estructura abierta mejora la eficacia de invasión de un oligonucleótido (es decir, aumenta la 
eficacia con la que el oligonucleótido puede entrar en la estructura), mientras que la superposición con la estructura 
cerrada aumenta posteriormente la eficacia de interferir con la estructura secundaria del ARN del exón. Se encuentra 35
que la longitud de la complementariedad inversa parcial tanto para la estructura cerrada como para la abierta no está 
extremadamente restringida. Hemos observado altas eficacias con un oligonucleótido con longitudes variables de 
complementariedad inversa en cualquiera de las estructuras. La expresión complementariedad inversa se usa en la 
presente memoria para referirse a un tramo de ácidos nucleicos que, en condiciones fisiológicas, puede hibridarse con 
otro tramo de ácidos nucleicos. Las condiciones de hibridación se definen más adelante en la presente memoria. Por 40
tanto, no es absolutamente necesario que todas las bases en la región de complementariedad inversa sean capaces 
de emparejarse con bases de la cadena opuesta. Por ejemplo, cuando se diseña un oligonucleótido, uno puede querer 
incorporar, por ejemplo, uno o más restos que no se emparejan con las bases en la cadena complementaria inversa. 
Hasta cierto punto se pueden permitir emparejamientos erróneos, si en las circunstancias en la célula, el tramo de 
nucleótidos todavía es capaz de hibridarse con la parte complementaria inversa. En el contexto de esta invención, se 45
prefiere la presencia de un emparejamiento erróneo en el oligonucleótido de la invención ya que en una realización, 
dicho oligonucleótido es al menos 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 100 % 
complementario inverso con respecto a una región de un primer exón y/o a una región de un segundo exón. La 
presencia de un emparejamiento erróneo en dicho oligonucleótido es una característica preferida de la invención ya 
que dicho oligonucleótido puede unirse a una región de dicho primer exón y a una región de dicho segundo exón como 50
se identificó anteriormente en la presente memoria.

En la presente memoria se definen otras ventajas de permitir la presencia de un emparejamiento erróneo en un 
oligonucleótido antisentido de la invención y son similares a las proporcionadas por la presencia de una inosina
(hipoxantina) y/o una base universal y/o una base degenerada y/o un nucleótido que contiene una base capaz de 
formar un par de bases oscilantes: impedir la presencia de una CpG (citosina y guanina unidas por fosfato), impedir o 55
disminuir una posible multimerización o agregación, impedir que se produzcan estructuras cuádruples, permitir diseñar 
un oligonucleótido con propiedades cinéticas de unión a ARN y/o termodinámicas mejoradas.

Preferiblemente, la complementariedad inversa del oligonucleótido con respecto a la región de identidad entre dicho 
primer y/o segundo exones es de 45 % a 65 %, de 50 % a 75 %, pero más preferiblemente es de 65 % a 100 % o de 
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70 % a 90 % o de 75 % a 85 % o de 80 % a 95 %. En general, esto permite 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11 
emparejamiento(s) erróneo(s) en un oligonucleótido de 20 nucleótidos. Por lo tanto, en un oligonucleótido de 40 
nucleótidos puede haber 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21 o 22 emparejamiento(s) 
erróneo(s). Preferiblemente, en un oligonucleótido de 40 nucleótidos hay menos de 14 emparejamientos erróneos. El 
número de emparejamientos erróneos es tal que un oligonucleótido de la invención todavía puede unirse a, hibridarse 5
con, dirigirse a, una región de dicho primer exón y una región de dicho segundo exón, induciendo por lo tanto la omisión 
de al menos dicho primer y dicho segundo exones e induciendo la producción de una transcripción en marco como se 
explica en la presente memoria. Preferiblemente, la producción de una transcripción en marco se obtiene con una 
eficacia de al menos 5 % usando al menos 100 nM de dicho oligonucleótido para transfectar un cultivo celular relevante 
in vitro como se explicó anteriormente en la presente memoria.10

Cabe señalar que la invención incluye un oligonucleótido que no tiene ningún emparejamiento erróneo con una región 
de un primer exón y que puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21 o 22 
emparejamiento(s) erróneo(s) con la región correspondiente de un segundo exón como se define en la presente 
memoria. Sin embargo, la invención también incluye un oligonucleótido que no tiene ningún emparejamiento erróneo 
con una región de un segundo exón y que puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21 15
o 22 emparejamiento(s) erróneo(s) con la región correspondiente de un primer exón como se define en la presente 
memoria. Finalmente, la invención también incluye un oligonucleótido que puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21 o 22 emparejamiento(s) erróneo(s) con una región de un primer exón y que puede 
tener 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 emparejamientos erróneos con la región 
correspondiente de un segundo exón como se define en la presente memoria. En este caso de nuevo, debe entenderse 20
que el número de emparejamientos erróneos en un oligonucleótido de la invención es tal que dicho oligonucleótido 
todavía puede unirse a, hibridarse con, dirigirse a, una región de dicho primer exón y una región de dicho segundo 
exón como se explica en la presente memoria.

Un oligonucleótido de la invención preferiblemente no atraviesa un hueco en el alineamiento de una región de un 
primer exón y de una región de un segundo exón como se identifica en la presente memoria. El alineamiento se lleva 25
a cabo preferiblemente utilizando la herramienta en línea EMBOSS Matcher como se explicó anteriormente en este 
documento. Sin embargo, en casos específicos, puede ser necesario que un oligonucleótido de la invención atraviese 
un hueco, como se mencionó anteriormente en este documento. Preferiblemente dicho hueco es de tan solo un hueco. 
Preferiblemente dicho hueco abarca menos de 3 nucleótidos, lo más preferiblemente un solo nucleótido. El número y 
la longitud de los huecos son tales que un oligonucleótido de la invención todavía puede unirse a, hibridarse con, 30
dirigirse a, una región de dicho primer exón y una región de dicho segundo exón, induciendo por lo tanto la omisión 
de al menos dicho primer y dicho segundo exones e induciendo la producción de una transcripción en marco como se 
explica en la presente memoria.

La estructura (es decir, estructuras abiertas y cerradas) se analiza mejor en el contexto del pre-ARNm en donde 
residen los exones. Dicha estructura puede analizarse en el ARN real. Sin embargo, actualmente es posible predecir 35
la estructura secundaria de una molécula de ARN (con costes de energía más bajos) bastante bien utilizando 
programas de modelado de estructuras. Un ejemplo no limitativo de un programa adecuado es el servidor de internet 
Mfold (Zuker, M.).

Dada una secuencia de nucleótidos, un experto en la técnica podrá predecir, con reproducibilidad adecuada, una 
posible estructura de un exón. Las mejores predicciones se obtienen cuando se proporcionan dichos programas de 40
modelado con dichas secuencias tanto exónicas como intrónicas flanqueantes. Normalmente, no es necesario modelar 
la estructura de todo el pre-ARNm.

El apareamiento de un oligonucleótido de la invención puede afectar al plegamiento local o a la estructura 
tridimensional (3D) o a la conformación del ARN diana (es decir, de la región que incluye al menos el primer y/o 
segundo exones). La conformación diferente puede dar como resultado la interrupción de una estructura reconocida 45
por la maquinaria de corte empalme. Sin embargo, cuando dentro del primer y/o segundo exón diana se encuentran 
posibles secuencias (crípticas) aceptoras y/o donadoras de corte y empalme, ocasionalmente se genera una nueva 
estructura que define un (neo) exón diferente, es decir, con un extremo 5' diferente, un extremo 3' diferente, o ambos. 
Este tipo de actividad está dentro del alcance de la presente invención ya que el exón diana está excluido del ARNm. 
La presencia de un nuevo exón, que contiene parte de dicho primer y/o segundo exones diana, en el ARNm, no altera 50
el hecho de que el exón diana, como tal, esté excluido. La inclusión de un neoexón puede verse como un efecto 
secundario que se produce solo ocasionalmente. Cuando para restablecer (parte de) un marco abierto de lectura de 
una transcripción que se interrumpe como resultado de una mutación, se usa la omisión de exones, hay dos 
posibilidades. Una es que el neoexón es funcional en el restablecimiento del marco de lectura, mientras que en el otro 
caso el marco de lectura no se restablece. Cuando se selecciona un oligonucleótido para restablecer un marco abierto 55
de lectura por medio de la omisión de exones múltiple, por supuesto, está claro que en estas condiciones solo se
seleccionan aquellos oligonucleótidos que de hecho dan lugar a la omisión de exones que restablece el marco abierto 
de lectura de una transcripción dada, con o sin un neoexón.

Además, en otra realización preferida, se proporciona un oligonucleótido de la invención que puede unirse a una región 
de un primer exón de un pre-ARNm y a una región de un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm, en donde dicha 60
región de dicho segundo exón tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón (las 
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regiones preferidas de los exones de distrofina se identifican en la Tabla 2 o en la Tabla 6), en donde dicho 
oligonucleótido es capaz de inducir la omisión de dicho primer y segundo exones de dicho pre-ARNm; dando como 
resultado una transcripción que está en marco (para la DMD preferiblemente como en la Tabla 1 o la Tabla 6). Dicho 
oligonucleótido proporciona a dicho individuo una proteína funcional o semifuncional, y dicho oligonucleótido 
comprende además: una secuencia que puede unirse a, dirigirse a, hibridarse con, es complementario inverso con 5
respecto a, y/o puede inhibir la función de, uno o más sitios de unión de una proteína de serina-arginina (SR) en el 
ARN de un exón de un pre-ARNm.

En la solicitud de patente WO 2006/112705 se ha descrito la presencia de una correlación entre la eficacia de un 
oligonucleótido antisentido (OAS) interno de exón en la inducción de la omisión de exones y la presencia de un 
supuesto sitio de unión a SR en el sitio de pre-ARNm diana de dicho OAS. Por lo tanto, en una realización, se genera 10
dicho oligonucleótido como se define en la presente memoria que comprende determinar uno o más (supuestos) sitios 
de unión de una proteína SR en el ARN de dicho primer y/o dicho exón y producir un oligonucleótido correspondiente 
que sea capaz de unirse a, dirigirse a, hibridarse con y/o sea complementario inverso con respecto a dicho ARN y que 
al menos se solape parcialmente con dicho (supuesto) sitio de unión. En la presente memoria, la expresión "se solapa 
al menos parcialmente" se define como que comprende un solapamiento de un solo nucleótido de un sitio de unión a 15
SR, así como múltiples nucleótidos de uno o más dichos sitios de unión, así como un solapamiento completo de uno 
o más dichos sitios de unión. Preferiblemente, esta realización comprende además determinar, a partir de una 
estructura secundaria de un primer y/o segundo exón, una región que se hibride con otra parte de dicho primer y/o 
segundo exón (estructura cerrada) y una región que no se hibride en dicha estructura (estructura abierta), y generar 
posteriormente un oligonucleótido que se solape al menos parcialmente con uno o más (supuestos) sitios de unión y 20
que se solape al menos con parte de dicha estructura cerrada y se solape al menos con parte de dicha estructura 
abierta y que se una a, se dirija a, se hibride con y/o que sea complementario inverso con respecto tanto al primer 
como al segundo exón. De esta manera, aumentamos la posibilidad de obtener un oligonucleótido que fuese capaz 
de interferir con la inclusión de dichos primer y segundo exones, y si corresponde, con todo el tramo de exones entre 
medias, del pre-ARNm en el ARNm. Sin querer limitarse a ninguna teoría, actualmente se piensa que el uso de un 25
oligonucleótido dirigido a un sitio de unión a una proteína SR da como resultado (al menos en parte) el deterioro de la 
unión de una proteína SR con dicho sitio de unión que da como resultado el corte y empalme interrumpido o 
deteriorado.

Preferiblemente, una región de un primer exón y/o una región de un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm de un 
oligonucleótido de la invención es capaz de unirse a, comprende una estructura abierta/cerrada y/o un sitio de unión 30
a una proteína SR, más preferiblemente, dicha estructura abierta/cerrada y dicho sitio de unión a una proteína SR se 
solapan parcialmente e incluso más preferiblemente dicha estructura abierta/cerrada se solapa completamente con 
un sitio de unión a una proteína SR o un sitio de unión a una proteína SR se solapa completamente con una estructura 
abierta/cerrada. Esto permite una interrupción mejorada adicional de la inclusión de exones.

Además de secuencias consenso de sitios de corte y empalme, muchos exones (si no todos), contienen secuencias 35
reguladoras de corte y empalme, tales como secuencias potenciadoras de corte y empalme exónico (ESE) para facilitar 
al espliceosoma el reconocimiento de sitios de corte y empalme genuinos (Cartegni L, et al. 2002; y Cartegni L, et al, 
2003). Un subgrupo de factores de corte empalme, denominado proteínas SR, puede unirse a estas ESE y reclutar 
otros factores de corte y empalme, tales como U1 y U2AF en sitios de corte y empalme (poco definidos). Los sitios de 
unión de las cuatro proteínas SR más abundantes (SF2/ASF, SC35, SRp40 y SRp55) se han analizado en detalle 40
(Cartegni L, et al. 2002) y Cartegni L, et al, 2003). Existe una correlación entre la eficacia de un oligonucleótido y la 
presencia/ausencia de un sitio de unión de SF2/ASF, SC35, SRp40 y SRp55 en una parte de un primer exón unida 
por, hibridada con, y/o dirigida por, dicho oligonucleótido. En una realización preferida, la invención proporciona por 
tanto un oligonucleótido, que se une a, se hibrida con, se dirige a, y/o es complementario inverso con respecto a un 
sitio de unión para una proteína SR. Preferiblemente, dicha proteína SR es SF2/ASF o SC35, SRp40 o SRp55. En 45
una realización, el oligonucleótido se une a, se hibrida con, se dirige a, y/o es complementario inverso con respecto a 
un sitio de unión para una proteína SF2/ASF, SC35, SRp40 o SRp55 en un primer exón y con respecto a un sitio de 
unión para una proteína SF2/ASF, SC35, SRp40 o SRp55 diferente en un segundo exón. En una realización más 
preferida, el oligonucleótido se une a, se hibrida con, se dirige a, y/o es complementario inverso con respecto a un 
sitio de unión para una proteína SF2/ASF, SC35, SRp40 o SRp55 en un primer exón y con respecto a un sitio de unión 50
correspondiente para una proteína SF2/ASF, SC35, SRp40 o SRp55 similar en un segundo exón.

En una realización, a un paciente se le proporciona una proteína funcional o semifuncional usando un oligonucleótido 
que puede unirse a, dirigirse a, una secuencia reguladora de ARN presente en un primer y/o segundo exón que se 
requiere para el corte y empalme correcto de dicho(s) exón(es) en una transcripción. En una transcripción, para el 
correcto corte y empalme de exones, se requieren varias secuencias de ARN que actúen en cis. En particular, para 55
regular el corte y empalme específico y eficaz de los exones constitutivos y alternativos, se identifican elementos 
complementarios, tales como potenciadores de corte y empalme exónico (ESE). Usando un compuesto que 
comprenda un oligonucleótido que se una, o que sea capaz de unirse, a uno de los elementos complementarios en 
dicho(s) primer y/o segundo exón(es), se altera su función reguladora para que se omitan los exones. Así pues, en 
una realización preferida, un oligonucleótido de la invención es capaz de unirse a una región de un primer exón de un 60
pre-ARNm y a una región de un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm en donde dicha región de dicho segundo 
exón tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón, en donde dicho oligonucleótido es 
capaz de inducir la omisión de dichos primer y segundo exones de dicho pre-ARNm; en donde dicha región de dicho 
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primer exón y/o dicha región de dicho segundo exón comprenden un potenciador de corte y empalme exónico (ESE), 
una secuencia de reconocimiento de exones (ERS) y/o una secuencia potenciadora de corte y empalme (SES) y/o en 
donde dicho oligonucelótido es capaz de unirse a, dirigirse a, es capaz de inhibir y/o es complementario inverso con 
respecto a dicho potenciador de corte y empalme exónico (ESE), una secuencia de reconocimiento de exones (ERS) 
y/o una secuencia potenciadora de corte y empalme (SES).5

A continuación se describen las características químicas preferidas del oligonucleótido de la invención.

Un oligonucleótido se conoce comúnmente como un oligómero que tiene características de hibridación básicas 
similares a las de los ácidos nucleicos naturales. La hibridación se ha definido en la parte dedicada a las definiciones 
al final de la descripción de la invención. En esta solicitud, los términos oligonucleótido y oligómero se usan 
indistintamente. Para generar dicho oligonucleótido de la invención pueden usarse diferentes tipos de nucleósidos. Un 10
oligonucleótido puede comprender al menos un enlace internucleosídico modificado y/o al menos una modificación de 
azúcar y/o al menos una modificación de bases, en comparación con un oligonucleótido basado en ribonucleótido o 
desoxirribonucleótido de origen natural.

Un "enlace internucleosídico modificado" indica la presencia de una versión modificada del fosfodiéster como se 
produce de manera natural en el ARN y ADN. Son ejemplos de modificaciones de enlaces internucleosídicos, que son 15
compatibles con la presente invención, fosforotioato (PS), fosforotioato quiralmente puro, fosforoditioato (PS2), 
fosfonoacetato (PACE), fosfonoacetamida (PACA), tiofosfonoacetato, tiofosfonoacetamida, profármaco de 
fosforotioato, H-fosfonato, metil fosfonato, metil fosfonotioato, metil fosfato, metil fosforotioato, etil fosfato, etil 
fosforotioato, boranofosfato, boranofosforotioato, metil boranofosfato, metil boranofosforotioato, metil boranofosfonato, 
metil boranofosfonotioato y sus derivados. Otra modificación incluye fosforamidita, fosforamidato, N3’→P5’ 20
fosforamidato, fosforodiamidato, fosforotioamidato, fosforotiodiamidato, sulfamato, dimetilensulfóxido, sulfonato, 
metilenimino (MMI), oxalilo y ácido tioacetamida nucleico (TANA); y sus derivados. Dependiendo de su longitud, un 
oligonucleótido de la invención puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 o 39 modificaciones de cadena principal. También se 
incluye en la invención, introducir más de una modificación de cadena principal distinta en dicho oligonucleótido.25

También se incluye en la invención un oligonucleótido que comprende un enlace internucleosídico que puede ser 
diferente con respecto a los átomos de los nucleósidos que están conectados entre sí, en comparación con el enlace 
internucleosídico de origen natural. A este respecto, el oligonucleótido de la invención puede comprender al menos un 
enlace internucleosídico construido como monómeros ligados en 3’-3’, 5’-5’, 2’-3’, 2’-5’, 2’-2’. La numeración de las 
posiciones puede diferir de las de otras características químicas, pero la idea permanece dentro del alcance de la 30
invención.

En una realización, el oligonucleótido de la invención comprende al menos una modificación con fosforotioato. En una 
realización más preferida, un oligonucleótido de la invención está completamente modificado con fosforotioato.

Una "modificación de azúcar" indica la presencia de una versión modificada del residuo de ribosilo como se produce 
de manera natural en el ARN y ADN (es decir, el residuo de furanosilo), tales como azúcares bicíclicos, 35
tetrahidropiranos, morfolinos, azúcares modificados en 2', azúcares modificados en 3', azúcares modificados en 4', 
azúcares modificados en 5' y azúcares sustituidos en 4'. Como ejemplos de modificaciones de azúcar adecuadas se 
incluyen, pero sin limitación, restos de nucleótidos de ARN modificados en 2’-O, tales como 2'-O-alquilo o 2'-O-
alquilo(sustituido), p. ej.,2'-O-metilo, 2’-O-(2-cianoetilo), 2’-O-(2-metoxi)etilo (2’-MOE), 2’-O-(2-tiometil)etilo, 2’-O-
butirilo, 2’-O-propargilo, 2’-O-alilo, 2’-O-(2-amino)propilo, 2’-O-(2-(dimetilamino)propilo), 2’-O-(3-amino)propilo, 2’-O-40
(3-(dimetilamino)propilo), 2’-O-(2-amino)etilo, 2'-O-(3-guanidino)propilo (como se describe en la solicitud de patente 
WO 2013/061295, Universidad de Witwatersrand), 2’-O-(2-(dimetilamino)etilo); 2'-O-(haloalcoxi)metilo (Arai K. et al.) 
p. ej., 2'-O-(2'-cloroetoxi)metilo (MCEM), 2'-O-(2, 2-dicloroetoxi)metilo (DCEM); 2'-O-alcoxicarbonilo, p. ej., 2'-O-[2-
(metoxicarbonil)etilo] (MOCE), 2'-O-[2-(A-metilcarbamoil)etilo] (MCE), 2'-O-[2-(N,N-dimetilcarbamoil)etilo] (DMCE); 2'-
O-[metilaminocarbonil]metilo; 2'-azido; 2'-amino y amino 2'-sustituido; 2'-halo, p. ej., 2'-F, FANA (ácido 2'-F arabinosil 45
nucleico); modificaciones de carb azúcar y aza azúcar; 3'-O-alquilo p. ej. 3'-O-metilo, 3’-O-butirilo, 3'-O-propargilo; 2’, 
3'-didesoxi; y sus derivados.

Otra modificación de azúcar incluye ácido nucleico "con puente" o "bicílico" (BNA, siglas del inglés bridged o bicylic 
nucleic acid) modificado con residuos de azúcar, tales como los encontrados, p. ej., en el ácido nucleico bloqueado 
(LNA, siglas del inglés locked nucleic acid), xilo-LNA, α-L-LNA, β-D-LNA, cEt (2’-O, 4'-C etilo restringido) LNA, cMOEt 50
(2’-O, 4'-C metoxietilo restringido) LNA, ácido etilen nucleico con puente (ENA, siglas del inglés ethylene-bridged 
nucleic acid), BNANC[N-Me] (como se describe en Chem. Commun. 2007, 3765-3767 Kazuyuki Miyashita et al.), CRN 
como los descritos en la solicitud de patente WO 2013/036868 (Marina Biotech); ácido nucleico desbloqueado (UNA, 
siglas del inglés unlocked nucleic acid ) u otros nucleósidos acíclicos como se describe en la solicitud de patente de 
Estados Unidos 2013/0130378 (Alnylam Pharmaceuticals); BNA sustituidos con 5'-metilo (como se describe en la 55
solicitud de patente de Estados Unidos 13/530 218); ácido ciclohexenil nucleico (CeNA), ácido altriol nucleico (ANA), 
ácido hexitol nucleico (HNA), HNA fluorado (F-HNA), piranosil-ARN (p-ARN), 3'-desoxipiranosil-ADN (p-ADN); u otros 
residuos de azúcar modificados, tales como morfolino (PMO), morfolino catiónico (PMOPlus), PMO-X; tricicloADN; 
triciclo-PS-ADN; y sus derivados. Por ejemplo, en el documento WO 2011/097641, se describen derivados de BNA. 
En el documento WO2011150408 se describen ejemplos de PMO-X.60
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Dependiendo de su longitud, un oligonucleótido de la invención puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 modificaciones 
de azúcar. También se incluye en la invención introducir más de una modificación de azúcar distinta en dicho 
oligonucleótido.

En una realización, el oligonucleótido según la invención comprende al menos una modificación de azúcar 5
seleccionada de 2'-O-metilo, 2’-O-(2-metoxi)etilo, 2’-F, morfolino, un nucleótido con puente o BNA, o el oligonucleótido 
comprende nucleótidos con puente y nucleótidos 2'-desoxi (mezcla de oligómeros de BNA/ADN). Se ha demostrado 
que los oligonucleótidos que comprenden un nucleótido 2'-fluoro (2-'F) pueden reclutar el factor de unión al potenciador 
de interleucina 2 y 3 (ILF2/3) y, por lo tanto, pueden inducir la omisión de exones en el pre-ARNm diana (Rigo F, et al, 
WO2011/097614).10

En otra realización, un oligonucleótido como se define en la presente memoria comprende o consiste en un LNA o un 
derivado del mismo. Más preferiblemente, el oligonucleótido según la invención se modifica en toda su longitud con 
una modificación de azúcar seleccionada de 2'-O-metilo, 2’-O-(2-metoxi)etilo, morfolino, ácido nucleico con puente o 
mezcla de oligómeros de BNA/ADN. En una realización más preferida, un oligonucleótido de la invención está 
completamente modificado con 2'-O-metilo.15

En una realización preferida, el oligonucleótido de la invención comprende al menos una modificación de azúcar y al 
menos un enlace internucleosídico modificado. Dichas modificaciones incluyen ácido peptidonucleico (PNA, siglas del 
inglés peptide-base nucleic acid), PNA modificado con grupos de boro, ácido oxipéptido nucleico basado en pirrolidina 
(POPNA, siglas del inglés pyrrolidine-based oxy-peptide nucleic acid), ácido nucleico basado en glicol o glicerol (GNA, 
siglas del inglés glycol/glycerol-based nucleic acid), ácido nucleico basado en treosa (TNA, siglas del inglés threose-20
based nucleic acid), ácido nucleico acíclico basado en treoninol (aTNA, siglas del inglés acyclic threoninol-based 
nucleic acid), oligonucleótidos basados en morfolino (PMO, PPMO, PMO-X), oligómeros catiónicos basados en 
morfolino (PMOPlus, PMO-X), oligonucleótidos con bases y cadenas principales integradas (ONIB, siglas del inglés 
oligonucleotides with integrated bases and backbones), oligonucleótidos de pirrolidina y amida (POM, siglas del inglés 
pyrrolidine-amide oligonucleotides); y sus derivados. En una realización preferida, el oligonucleótido de la invención 25
comprende una cadena principal de ácido peptidonucleico y/o una cadena principal de morfolino fosforodiamidato o 
un derivado del mismo. En una realización más preferida, el oligonucleótido según la invención es 2'-O-
metilfosforotioato modificado, es decir, comprende al menos una modificación de 2'-O-metilfosforotioato, 
preferiblemente el oligonucleótido según la invención está totalmente modificado con 2'-O-metilfosforotioato. 
Preferiblemente, el oligonucleótido modificado con 2'-O-metilfosforotioato o el oligonucleótido totalmente modificado 30
con 2'-O-metilfosforotioato es un oligonucleótido de ARN.

La expresión "modificación de bases" o "base modificada", como se identifica en la presente memoria, se refiere a la 
modificación de una base de origen natural en el ARN y/o ADN (es decir, bases de pirimidina o purina) o a bases 
sintetizadas de novo. Dicha base sintetizada de novo podría calificarse como "modificada" en comparación con una 
base existente.35

Además de las modificaciones descritas anteriormente, el oligonucleótido de la invención puede comprender 
modificaciones adicionales, tales como diferentes tipos de restos de nucleótidos de ácido nucleico o nucleótidos como 
se describe a continuación. Para generar un oligonucleótido de la invención se pueden usar diferentes tipos de restos 
de nucleótidos de ácido nucleico. Dicho oligonucleótido puede tener al menos una modificación de la cadena principal 
y/o azúcar y/o al menos una modificación de bases en comparación con un oligonucleótido basado en ARN o ADN.40

Un oligonucleótido puede comprender las bases naturales de purinas (adenina, guanina) o pirimidinas (citosina, timina, 
uracilo) y/o bases modificadas como se define más adelante. Dentro del contexto de la invención, un uracilo puede 
reemplazarse por una timina.

Una modificación de bases incluye una versión modificada de las bases naturales de purina y pirimidina (p. ej., adenina, 
uracilo, guanina, citosina y timina), tal como hipoxantina, ácido orótico, agmatidina, lisidina, seudouracilo, seudotimina, 45
N1-metil seudouracilo, 2-tiopirimidina (p. ej., 2-tiouracilo, 2-tiotimina), 2, 6-diaminopurina, abrazadera G y sus 
derivados, pirimidina 5-sustituida (p. ej., 5-halouracilo, 5-metiluracilo, 5-metilcitosina, 5-propiniluracilo, 5-
propinilcitosina, 5-aminometiluracilo, 5-hidroximetiluracilo, 5-aminometilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, Super T), 5-
octilpirimidina, 5-tiofenpirimidina, 5-octen-1-il-pirimidina, 5-etinilpirimidina, 5-(piridilamida), 5-isobutilo, 5-fenilo como se 
describe en la solicitud de patente de Estados Unidos 2013/0131141 (RXi); 7-deazaguanina, 7-deazaadenina, 7-aza-50
2, 6-diaminopurina, 8-aza-7-deazaguanina, 8-aza-7-deazaadenina, 8-aza-7-deaza-2, 6-diaminopurina, Super G, Super 
A y N4-etilcitosina, o sus derivados; N2-ciclopentilguanina (cPent-G), N2-ciclopentil-2-aminopurina (cPent-AP) y N2-
propil-2-aminopurina (Pr-AP), o sus derivados; y bases degeneradas o universales, como 2, 6-difluorotolueno o bases 
ausentes como sitios abásicos (p. ej., 1-desoxirribosa, 1, 2-didesoxirribosa, l-desoxi-2-O-metilribosa; o derivados de 
pirrolidina en los que el oxígeno del anillo se ha reemplazado por nitrógeno (azaribosa)). En la patente de Estados 55
Unidos 6 683 173 (Epoch Biosciences) pueden encontrarse ejemplos de derivados de Super A, Super G y Super T. 
Se demostró que cPent-G, cPent-AP y Pr-AP reducían los efectos inmunoestimuladores cuando se incorporaban en 
ARNip (Peacock H. et al.), y se mostraron características similares para el seudouracilo y el N1-metilseudouracilo 
(solicitud de patente de Estados Unidos 2013/0123481, modeRNA Therapeutics).
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La 'timina' y el '5-metiluracilo' pueden intercambiarse en todo el documento. Por analogía, la expresión '2, 6-
diaminopurina' es idéntica a la expresión '2-aminoadenina' y ambas expresiones pueden intercambiarse a lo largo del 
documento.

En una realización preferida, el oligonucleótido de la invención comprende al menos una base de 5-metilcitosina y/o 
al menos una de 5-metiluracilo y/o al menos una de 2, 6-diaminopurina, por lo que debe entenderse que, al menos 5
una de las nucleobases de citosina de dicho oligonucleótido, se ha modificado por la sustitución del protón en la 
posición 5 del anillo de pirimidina por un grupo metilo (es decir, una 5-metilcitosina), y/o que, al menos una de las 
nucleobases de uracilo de dicho oligonucleótido se ha modificado por la sustitución del protón en la posición 5 del 
anillo de pirimidina por un grupo metilo (es decir, un 5-metiluracilo), y/o que, al menos una de las nucleobases de 
adenina de dicho oligonucleótido se ha modificado por la sustitución del protón en la posición 2 por un grupo amino 10
(es decir, una 2, 6-diaminopurina), respectivamente. Dentro del contexto de la invención, la expresión "la sustitución 
de un protón en la posición 5 del anillo de pirimidina por un grupo metilo" puede reemplazarse por la expresión "la 
sustitución de una pirimidina por una 5-metilpirimidina" refiriéndose pirimidina solo a uracilo, solo a citosina o a ambos. 
Del mismo modo, dentro del contexto de la invención, la expresión "la sustitución de un protón en la posición 2 de 
adenina por un grupo amino" puede reemplazarse por la expresión "la sustitución de una adenina por una 2, 6-15
diaminopurina". Si dicho oligonucleótido comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o más citosinas, uracilos y/o adeninas, al 
menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o más citosinas, uracilos y/o adeninas, respectivamente, pueden haberse modificado de 
esta manera. En una realización preferida, todas las citosinas, todos los uracilos y/o todas las adeninas, se han 
modificado de esta manera o reemplazado por 5-metilcitosina, 5-metiluracilo y/o 2, 6-diaminopurina, respectivamente.

Se descubrió que la presencia de una 5-metilcitosina, un 5-metiluracilo y/o una 2, 6-diaminopurina en un 20
oligonucleótido de la invención, tenía un efecto positivo en al menos uno de los parámetros o una mejora de al menos 
uno de los parámetros de dicho oligonucleótido. En este contexto, los parámetros pueden incluir: afinidad de unión y/o 
cinética, actividad silenciadora, bioestabilidad, distribución (intratisular), captación y/o tránsito celular y/o 
inmunogenicidad de dicho oligonucleótido, como se explica más adelante.

Como se sabe que varias de las modificaciones mencionadas anteriormente aumentan el valor de la Tf (temperatura 25
de fusión) y, por lo tanto, mejoran la unión de un determinado nucleótido con su homólogo en su ARNm diana, estas 
modificaciones pueden explorarse para promover la unión de un oligonucleótido de la invención con una región tanto 
de un primer exón como de un segundo en el contexto de la invención. Dado que puede que las secuencias de un 
oligonucleótido de la invención no sean complementarias inversas al 100 % a una región dada de un primer exón y/o 
de un segundo exón, pueden implementarse modificaciones que aumenten la Tf, tales como un nucleótido con puente 30
o BNA (tal como LNA) o una modificación de bases seleccionada de 5-metilpirimidinas y/o 2, 6-diaminopurina, 
preferiblemente en una posición de nucleótido que sea complementaria inversa a dicha primera y/o dicha segunda 
región de dichos exones.

La afinidad de unión y/o la cinética de unión o hibridación dependen de las propiedades termodinámicas de los OAS. 
Estas están determinadas, al menos en parte, por la temperatura de fusión de dicho oligonucleótido (Tf; calculada, p. 35
ej., con la calculadora de propiedades de oligonucleótidos (http://www.unc.edu/~cail/biotool/oligo/index.html o 
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) para ARN monocatenario usando la Tf básica y el modelo 
del vecino más cercano), y/o la energía libre del complejo oligonucleótido-exón diana (usando la estructura de ARN, 
versión 4.5 o el programa Mfold para ARN, versión 3.5). Si se aumenta una Tf, la actividad de omisión de exones 
normalmente aumenta, pero cuando una Tf es demasiado alta, se espera que el OAS sea menos específico de 40
secuencia. Una Tf y energía libre aceptables dependen de la secuencia del oligonucleótido. Por lo tanto, es difícil dar 
intervalos preferidos a cada uno de estos parámetros.

Una actividad de un oligonucleótido de la invención se define preferiblemente de la siguiente manera:

- aliviar uno o más síntomas de una enfermedad asociada a una mutación presente en un primer y/o en un segundo 
exón y/o a mutación presente dentro del tramo que comienza en dicho primer exón y termina en dicho segundo 45
exón, preferiblemente aliviando uno o más síntomas de DMD o BMD; y/o

- aliviando una o más características de una célula de un paciente, preferiblemente un miocito de un paciente; y/o

- proporcionando a dicho individuo una proteína funcional o semifuncional, preferiblemente una proteína de distrofina 
funcional o semifuncional; y/o

- al menos en parte disminuyendo en un individuo la producción de una proteína aberrante, preferiblemente 50
disminuyendo al menos en parte en dicho individuo la producción de una proteína de distrofina aberrante. En la 
presente memoria, cada una de estas características y ensayos para evaluarlas, se han definido más adelante.

Se espera que un oligonucleótido preferido de la invención, que comprende una base de 5-metilcitosina y/o 5-
metiluracilo y/o 2,6-diaminopurina, muestre una actividad aumentada en comparación con la actividad correspondiente 
de un oligonucleótido que no tenga ninguna base de 5-metilcitosina, 5-metiluracilo y 2,6-diaminopurina. Esta diferencia 55
en términos de actividad puede ser de al menos 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 %. La biodistribución y la bioestabilidad se determinan 
preferiblemente al menos en parte mediante un ensayo de ligamiento de hibridación validado adaptado de Yu et al., 
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2002. En una realización, se incuban muestras de plasma o tejido homogeneizado con una sonda de oligonucleótidos 
de captura específica. Después de la separación, un oligonucleótido marcado con DIG se liga al complejo y se sigue 
la detección usando una peroxidasa unida a anticuerpo anti-DIG. El análisis farmacocinético no compartimental se 
realiza utilizando el paquete del programa informático WINNONLIN (modelo 200, versión 5.2, Pharsight, Mountainview, 
CA). Los niveles de OAS (ug) por ml de plasma o mg de tejido se controlan con el tiempo para evaluar el área bajo la 5
curva (ABC), la concentración máxima (Cmáx), el tiempo hasta la concentración máxima (Tmáx), la semivida terminal 
y el periodo de latencia (tlag, lag time) de absorción. Dicho ensayo preferido se ha descrito en la parte experimental. 
Un oligonucleótido puede estimular una respuesta inmunitaria innata activando los receptores tipo Toll (TLR, Toll-like 
receptors), incluyendo TLR9 y TLR7 (Krieg AM, et al., 1995). Normalmente, la activación de TLR9 se produce debido 
a la presencia de secuencias CG no metiladas presentes en oligodesoxinucleótidos (ODN), imitando el ADN bacteriano 10
que activa el sistema inmunitario innato a través de la liberación de citocinas mediada por TLR9. Sin embargo, la 
modificación 2'-O-metilo puede reducir notablemente dicho posible efecto. Se ha descrito que TLR7 reconoce 
repeticiones de uracilo en ARN (Diebold SS, et al., 2006).

La activación de TLR9 y TLR7 da como resultado un conjunto de respuestas inmunitarias coordinadas que incluyen 
inmunidad innata (macrófagos, células dendríticas (CD) y linfocitos citolíticos naturales (natural killer cells o NK cells)) 15
(Krieg AM, et al., 1995; Krieg A.M., et al. 2000). Varias quimiocinas y citocinas, tales como IP-10, TNFα, IL-6, MCP-1 
e IFNα (Wagner H., et al, 1999; Popovic P.J., et al., 2006) se han implicado en este proceso. Las citocinas inflamatorias 
atraen a células defensivas adicionales de la sangre, tales como linfocitos T y B. Los niveles de estas citocinas pueden 
investigarse mediante ensayos in vitro. En resumen, sangre entera humana se incuba con concentraciones en 
aumento de oligonucleótidos, después de lo cual se determinan los niveles de las citocinas utilizando kits estándar de 20
ensayo de inmunoadsorción enzimática (ELISA, del inglés enzyme-linked immunosorbent assay) disponibles en el 
comercio. Una disminución en la inmunogenicidad corresponde preferiblemente a una disminución detectable de la 
concentración de al menos una de las citocinas mencionadas anteriormente en comparación con la concentración de 
la citocina correspondiente en un ensayo en una célula tratada con un oligonucleótido que comprende al menos una 
5-metilcitosina y/o 5-metiluracilo y/o 2, 6-diaminopurina en comparación con una célula tratada con un oligonucleótido 25
correspondiente que no tiene 5-metilcitosinas, 5-metiluracilos o 2, 6-diaminopurinas.

Por consiguiente, un oligonucleótido preferido de la invención tiene un parámetro mejorado, tal como una 
inmunogenicidad aceptable o disminuida y/o una mejor biodistribución y/o propiedades cinéticas de unión a ARN y/o 
termodinámicas mejoradas o aceptables en comparación con un oligonucleótido correspondiente sin una 5-
metilcitosina, sin un 5-metiluracilo y sin una 2, 6-diaminopurina. Cada uno de estos parámetros podría evaluarse 30
utilizando ensayos conocidos por el experto en la técnica.

Un oligonucleótido preferido de la invención comprende o consiste en una molécula de ARN o una molécula de ARN 
modificada. En una realización preferida, un oligonucleótido es monocatenario. Sin embargo, el experto en la técnica 
comprenderá que es posible que un oligonucleótido monocatenario pueda formar una estructura bicatenaria interna. 
Sin embargo, en el contexto de esta invención, a este oligonucleótido se le sigue denominando oligonucleótido 35
monocatenario. Un oligonucleótido monocatenario tiene varias ventajas en comparación con un oligonucleótido ARNip 
bicatenario: (i) se espera que su síntesis sea más fácil que la de dos cadenas complementarias de ARNip; (ii) existe 
un intervalo más amplio de posibles modificaciones químicas para mejorar la absorción en las células, una mejor 
estabilidad (fisiológica) y los posibles efectos adversos genéricos disminuyen; (iii) los ARNip tienen un mayor potencial 
de efectos no específicos (incluyendo genes inespecíficos) y una farmacología exagerada (p. ej., menos posible control 40
de eficacia y selectividad por programa de tratamiento o dosis) y (iv) los ARNip son menos propensos a actuar en el 
núcleo y no pueden dirigirse contra intrones.

En otra realización, un oligonucleótido de la invención comprende un sitio abásico o un monómero abásico. Dentro del 
contexto de la invención, dicho monómero puede denominarse sitio abásico o monómero abásico. Un monómero 
abásico es un resto de nucleótido o bloque de construcción que carece de una nucleobase en comparación con un 45
resto de nucleótido correspondiente que comprende una nucleobase. Dentro de la invención, un monómero abásico 
es, por tanto, una parte de un bloque de construcción de un oligonucleótido pero que carece de una nucleobase. Dicho 
monómero abásico puede estar presente o ligado o conectado o conjugado a un extremo libre de un oligonucleótido.

En una realización más preferida, un oligonucleótido de la invención comprende 1-10 o más monómeros abásicos. 
Por lo tanto, en un oligonucleótido de la invención puede haber 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más monómeros abásicos.50

Un monómero abásico puede ser de cualquier tipo conocido y concebible por el experto en la técnica, cuyos ejemplos 
no limitativos se representan a continuación:
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En la presente memoria, R1 y R2 son independientemente H, un oligonucleótido u otro sitio o sitios abásicos, siempre 
y cuando ni tanto R1 como R2 sean H y ni tanto R1 como R2 sean un oligonucleótido. Como se especificó anteriormente, 
uno o más monómeros abásicos pueden estar conectados a cualquier extremo o a ambos extremos del 
oligonucleótido. Debe observarse que un oligonucleótido conectado a uno o a dos sitios abásicos o a uno o más 5
monómeros abásicos, puede comprender menos de 10 nucleótidos. A este respecto, el oligonucleótido según la 
invención puede comprender al menos 10 nucleótidos, opcionalmente incluyendo uno o más sitios abásicos o 
monómeros abásicos en uno o ambos extremos. En la solicitud de patente de Estados Unidos 2013/013378 (Alnylam 
Pharmaceuticals) se describen otros ejemplos de sitios abásicos que están incluidos en la invención.

Dependiendo de su longitud, un oligonucleótido de la invención puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 10
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 modificaciones 
de bases. En la invención también se incluye la introducción de más de una modificación de bases distinta en dicho 
oligonucleótido.

Por tanto, en una realización, el oligonucleótido según la invención comprende:

(a) al menos una modificación de bases seleccionada de 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-metilcitosina, 5-metiluracilo, timina, 15
2, 6-diaminopurina; y/o

(b) al menos una modificación de azúcar seleccionada de 2'-O-metilo, 2’-O-(2-metoxi)etilo, 2’-O-desoxi (ADN), 2’-F, 
morfolino, un nucleótido con puente o BNA, o el oligonucleótido comprende nucleótidos con puente y nucleótidos 
2'-desoxi modificados (mezcla de oligómeros de BNA/ADN); y/o

(c) al menos una modificación de la cadena principal seleccionada de fosforotioato o fosforodiamidato.20

En otra realización, el oligonucleótido según la invención comprende:

(a) al menos una modificación de bases seleccionada de 5-metilpirimidina y 2, 6-diaminopurina; y/o

(b) al menos una modificación de azúcar, que es 2'-O-metilo; y/o

(c) al menos una modificación de la cadena principal, que es de fosforotioato.

En una realización, un oligonucleótido de la invención comprende al menos una modificación en comparación con un 25
oligonucleótido basado en ribonucleótido o desoxirribonucleótido de origen natural, más preferiblemente

(a) al menos una modificación de bases, preferiblemente seleccionada de 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-metilcitosina, 5-
metiluracilo, timina, 2, 6-diaminopurina, más preferiblemente seleccionada de 5-metilpirimidina y 2, 6-
diaminopurina; y/o

30
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(b) al menos una modificación de azúcar, preferiblemente seleccionada de 2'-O-metilo, 2’-O-(2-metoxi)etilo, 2’-O-
desoxi (ADN), 2’-F, morfolino, un nucleótido con puente o BNA, o el oligonucleótido comprende nucleótidos con 
puente y nucleótidos 2'-desoxi modificados (mezcla de oligómeros de BNA/ADN), más preferiblemente la 
modificación de azúcar es 2'-O-metilo; y/o

(c) al menos una modificación de la cadena principal, preferiblemente seleccionada de fosforotioato o 5
fosforodiamidato, más preferiblemente, la modificación de la cadena principal es de fosforotioato.

Por tanto, un oligonucleótido según esta realización de la invención comprende una modificación de bases (a) y 
ninguna modificación de azúcar (b) y ninguna modificación de la cadena principal (c). Otro oligonucleótido preferido 
según este aspecto de la invención, comprende una modificación de azúcar (b) y ninguna modificación de bases (a) y 
ninguna modificación de la cadena principal (c). Otro oligonucleótido preferido según este aspecto de la invención, 10
comprende una modificación de la cadena principal (c) y ninguna modificación de bases (a) y ninguna modificación de 
azúcar (b). También se entiende que los oligonucleótidos que no tienen ninguna de las modificaciones mencionadas 
anteriormente están cubiertos por la presente invención, así como los oligonucleótidos que comprenden dos 
modificaciones, es decir (a) y (b), (a) y (c) y/o (b) y (c), o las tres modificaciones (a), (b) y (c), como se ha definido 
anteriormente.15

En una realización preferida, el oligonucleótido según la invención se modifica en toda su longitud con una o más de 
la misma modificación, seleccionada de (a) una de las modificaciones de bases; y/o (b) una de las modificaciones de 
azúcar; y/o (c) una de las modificaciones de la cadena principal.

Con la llegada de la tecnología de imitación de ácido nucleico, ha sido posible generar moléculas que tienen 
características similares, preferiblemente las mismas características de hibridación en especie, no necesariamente en 20
cantidad, que las del propio ácido nucleico. Dichos equivalentes funcionales también son, por supuesto, adecuados 
para su uso en la invención.

En otra realización preferida, un oligonucleótido comprende una inosina, una hipoxantina, una base universal, una 
base degenerada y/o un nucleósido o nucleótido que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes 
o uno de sus equivalentes funcionales. El uso de una inosina (hipoxantina) y/o una base universal y/o una base 25
degenerada y/o un nucleótido que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes en un oligonucleótido 
de la invención, es muy atractivo como se explica a continuación. La inosina, por ejemplo, es una base modificada 
conocida, que puede emparejarse con tres bases: uracilo, adenina y citosina. La inosina es un nucleósido que se 
forma cuando la hipoxantina se conecta a un anillo de ribosa (también conocido como ribofuranosa) a través de un 
enlace β [beta]-N9-glucosídico. La inosina (I) se encuentra comúnmente en los ARNt y es esencial para la correcta 30
traducción del código genético en pares de bases oscilantes. Entre la G y el U, o entre la I en un lado y el U, la A o la 
C en el otro lado, puede haber un par de bases oscilantes. Estas son fundamentales en la formación de la estructura 
secundaria de ARN. Su estabilidad termodinámica es comparable a la del par de bases de Watson y Crick. El código 
genético compensa las disparidades en el número de aminoácidos (20) para tripletes codónicos (64), usando pares 
de bases modificadas en la primera base del codón opuesto.35

Una primera ventaja de usar una inosina (hipoxantina) y/o una base universal y/o una base degenerada y/o un 
nucleótido que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes en un oligonucleótido de la invención, 
permite diseñar un oligonucleótido que puede unirse a una región de un primer exón de un pre-ARNm y es capaz de 
unirse a una región de un segundo exón dentro del mismo pre-ARNm, en donde dicha región de dicho segundo exón 
tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón. En otras palabras, la presencia de una 40
inosina (hipoxantina) y/o de una base universal y/o de una base degenerada y/o de un nucleótido que contiene una 
base capaz de formar un par de bases oscilantes en un oligonucleótido de la invención, permite la unión de dicho 
oligonucleótido a una región de un primer exón y a una región de un segundo exón de dicho pre-ARNm.

Una segunda ventaja de usar una inosina (hipoxantina) y/o una base universal y/o una base degenerada y/o un 
nucleótido que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes en un oligonucleótido de la invención, 45
permite diseñar un oligonucleótido que abarque un polimorfismo mononucleotídico (SNP, single nucleotide 
polymorphism), sin preocuparse de que el polimorfismo altere la eficacia de apareamiento del oligonucleótido. Por lo 
tanto, en la invención, el uso de dicha base permite diseñar un oligonucleótido que pueda usarse para un individuo 
que tiene un SNP dentro del tramo del pre-ARNm al que se dirige un oligonucleótido de la invención.

Una tercera ventaja de usar una inosina (hipoxantina) y/o una base universal y/o una base degenerada y/o un 50
nucleótido que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes en un oligonucleótido de la invención, 
es cuando dicho oligonucleótido contenga normalmente una CpG al haberse diseñado como complementario a una 
parte de un primer exón de pre-ARNm como se identifica en este documento. La presencia de una CpG en un 
oligonucleótido se asocia generalmente con una inmunogenicidad aumentada de dicho oligonucleótido (Dorn A. y 
Kippenberger S.). Este aumento de inmunogenicidad no se desea, ya que puede inducir la rotura de fibras musculares. 55
Reemplazando la guanina por una inosina en una, dos o más CpG, se espera que a dicho oligonucleótido se le 
proporcione un nivel de inmunogenicidad disminuido y/o aceptable. La inmunogenicidad se puede evaluar en un 
modelo animal evaluando la presencia de células CD4+ y/o CD8+y/o la infiltración de mononucleocitos inflamatorios 
en una biopsia de músculo de dicho animal. La inmunogenicidad también se puede evaluar en la sangre de un animal 
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o de un ser humano que está tratándose con un oligonucleótido de la invención detectando la presencia de un 
anticuerpo neutralizante y/o de un anticuerpo que reconoce dicho oligonucleótido usando un inmunoensayo estándar 
conocido para el experto en la técnica. Un aumento en la inmunogenicidad corresponde preferiblemente a un aumento 
detectable de al menos uno de estos tipos de células en comparación con la cantidad de cada tipo de célula en una 
biopsia de músculo correspondiente de un animal antes del tratamiento o tratado con un oligonucleótido 5
correspondiente que tiene al menos una inosina (hipoxantina) y/o una base universal y/o una base degenerada y/o un 
nucleótido que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes. Como alternativa, se puede evaluar un 
aumento en la inmunogenicidad detectando la presencia o una cantidad en aumento de un anticuerpo neutralizante o 
de un anticuerpo que reconoce dicho oligonucleótido, usando un inmunoensayo estándar. Una disminución en la 
inmunogenicidad corresponde preferiblemente a una disminución detectable de al menos uno de estos tipos de células 10
en comparación con la cantidad de tipo de célula correspondiente en una biopsia de músculo correspondiente de un 
animal antes del tratamiento o tratado con un oligonucleótido correspondiente que no tiene inosina (hipoxantina) y/o 
base universal y/o base degenerada y/o nucleótido que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes. 
Como alternativa, una disminución en la inmunogenicidad puede evaluarse por la ausencia de, o una cantidad 
decreciente de, dicho compuesto y/o anticuerpos neutralizantes, usando un inmunoensayo estándar.15

Una cuarta ventaja de usar una inosina (hipoxantina) y/o una base universal y/o una base degenerada y/o un nucleótido 
que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes en un oligonucleótido de la invención, es impedir 
o disminuir una posible multimerización o agregación de oligonucleótidos. Por ejemplo, se sabe que un oligonucleótido 
que comprende un motivo de cuarteto de G tiene tendencia a formar un cuádruple, un multímero o agregado formado 
por el emparejamiento de bases de Hoogsteen de cuatro oligonucleótidos monocatenarios (Cheng A.J. y Van Dyke 20
M.W.), que, por supuesto, no se desea: como resultado, se espera que disminuya la eficacia del oligonucleótido. La 
multimerización o agregación se evalúa preferiblemente mediante técnicas estándar de electroforesis en gel de 
poliacrilamida no desnaturalizante conocidas para el experto en la técnica. En una realización preferida, menos del
20 % o 15 %, 10 %, 7 %, 5 % o menos de una cantidad total de un oligonucleótido de la invención tiene la capacidad 
de multimerizarse o agregarse, evaluado usando el ensayo mencionado anteriormente.25

Una quinta ventaja de usar una inosina (hipoxantina) y/o una base universal y/o una base degenerada y/o un nucleótido 
que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes en un oligonucleótido de la invención, es por tanto 
impedir también estructuras cuádruples que se han asociado a actividad antitrombótica (Macaya RF, et al.) así como 
a la unión al receptor del captador de macrófagos y a su inhibición(Suzuki K., et al.,).

Una sexta ventaja de usar una inosina (hipoxantina) y/o una base universal y/o una base degenerada y/o un nucleótido 30
que contiene una base capaz de formar un par de bases oscilantes en un oligonucleótido de la invención, es permitir 
diseñar un oligonucleótido con propiedades cinéticas de unión a ARN y/o termodinámicas mejoradas. Las propiedades 
cinéticas de unión a ARN y/o termodinámicas están determinadas, al menos en parte, por la temperatura de fusión de 
un oligonucleótido (Tf; calculada con la calculadora de propiedades de oligonucleótidos 
(http://www.unc.edu/~cail/biotool/oligo/index.html) para ARN monocatenario, utilizando la Tf básica y el modelo del 35
vecino más próximo), y/o la energía libre del complejo OAS-exón diana (usando la estructura de ARN versión 4.5). Si 
una Tf es demasiado alta, se espera que el oligonucleótido sea menos específico. Una Tf y energía libre aceptables 
dependen de la secuencia del oligonucleótido. Por lo tanto, es difícil dar intervalos preferidos a cada uno de estos 
parámetros. Una Tf aceptable puede variar entre 35 y 85 °C y una energía libre aceptable puede variar entre 15 y 
45 kcal/mol.40

Dependiendo de su longitud, un oligonucleótido de la presente invención puede comprender al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9, 10 inosinas (hipoxantina) y/o bases universales y/o bases degeneradas y/o nucleótidos que contienen una 
base capaz de formar un par de bases oscilantes o uno de sus equivalentes funcionales.

Preferiblemente, dicho oligonucleótido de la invención comprende ARN, en forma de dúplex de ARN/ARN que son 
muy estables. Se prefiere que un oligonucleótido de ARN comprenda una modificación que proporcione al ARN una 45
propiedad adicional, por ejemplo, resistencia a endonucleasas, exonucleasas y RNasaH, fuerza de hibridación 
adicional, mayor estabilidad (por ejemplo, en un líquido corporal), mayor o menor flexibilidad, toxicidad reducida, mayor 
transporte intracelular, especificidad tisular, etc. Las modificaciones preferidas se han identificado anteriormente.

Por tanto, una realización proporciona un oligonucleótido que comprende al menos una modificación. Un 
oligonucleótido modificado preferido es 2'-O-metilo modificado por completo. En una realización de la invención, un 50
oligonucleótido comprende o consiste en un oligonucleótido híbrido que comprende una modificación de 
oligoribonucleótido 2'-O-metilfosforotioato y una modificación de ácido nucleico con puente (BNA, como se ilustró 
anteriormente). En otra realización de la invención, un oligonucleótido comprende o consiste en un oligonucleótido 
híbrido que comprende una modificación 2'-O-metoxietilfosforotioato y un ácido nucleico con puente(BNA, como se 
ilustró anteriormente). En otra realización de la invención, un oligonucleótido comprende o consiste en un 55
oligonucleótido híbrido que comprende una modificación de ácido nucleico con puente (BNA, como se ilustró 
anteriormente) y una modificación de oligodesoxirribonucleótido. Esta combinación particular comprende una mejor 
especificidad de secuencia en comparación con un equivalente que consiste solo en ácido nucleico con puente, y 
comprende una eficacia mejorada cuando se compara con un oligonucleótido que consiste en la modificación de 
oligo(desoxi)ribonucleótido 2'-O-metilfosforotioato.60
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El compuesto como se describe en la invención puede poseer preferiblemente grupos ionizables. Los grupos 
ionizables pueden ser bases o ácidos, y pueden estar cargados o ser neutros. Los grupos ionizables pueden estar 
presentes como un par de iones con un contraión apropiado que lleva carga(s) opuesta(s). Son ejemplos de 
contraiones catiónicos, el sodio, potasio, cesio, Tris, litio, calcio, magnesio, trialquilamonio, trietilamonio y 
tetraalquilamonio. Son ejemplos de contraiones aniónicos, el cloruro, bromuro, yoduro, lactato, mesilato, acetato, 5
trifluoroacetato, dicloroacetato y citrato. Se han descrito ejemplos de contraiones (p. ej., Kumar L,). En la solicitud de 
patente de Estados Unidos 2012046348 (Replicor), se han descrito ejemplos de aplicación de contraiones di o 
trivalentes, especialmente Ca2+, que añaden características positivas a oligonucleótidos seleccionados. Los 
contraiones divalentes o trivalentes preferidos se seleccionan de la siguiente lista o grupo: calcio, magnesio, cobalto, 
hierro, manganeso, bario, níquel, cobre y zinc. Un contraión divalente preferido es el calcio. Por lo tanto, en la presente 10
invención se incluye, preparar, obtener y usar una composición que comprenda un oligonucleótido de la invención y 
cualquier otro contraión identificado anteriormente, preferiblemente calcio. Dicho método para la preparación de dicha 
composición que comprende dicho oligonucleótido y dicho contraión, preferiblemente calcio, puede ser el siguiente: 
un oligonucleótido de la invención puede disolverse en un excipiente acuoso farmacéuticamente aceptable, y 
gradualmente, al oligonucleótido disuelto se le añade una solución que comprende dicho contraión, de manera que el 15
complejo de quelato de oligonucleótido permanezca soluble.

Por lo tanto, en una realización preferida, un oligonucleótido de la invención se ha puesto en contacto con una 
composición que comprende dicho contraión, preferiblemente Ca2+, para formar un complejo de quelato de 
oligonucleótido que comprenda dos o más oligonucleótidos idénticos ligados por dicho contraión como se identifica en 
la presente memoria. Por lo tanto, en la invención se incluye una composición que comprende un complejo de quelato 20
de oligonucleótido que comprende dos o más oligonucleótidos idénticos ligados por un contraión, preferiblemente 
calcio.

Método para diseñar un oligonucleótido

Por consiguiente, en un aspecto adicional de la invención, se proporciona un método para diseñar un oligonucleótido 
en donde dicho método da lugar a un oligonucleótido como se identificó anteriormente.25

Este método comprende las siguientes etapas:

(a) identificar una combinación en marco de un primer y un segundo exón en un mismo pre-ARNm, en donde una 
región de dicho segundo exón tiene una identidad de al menos 50 % con una región de dicho primer exón;

(b) diseñar un oligonucleótido que sea capaz de unirse a dicha región de dicho primer exón y a dicha región de dicho 
segundo exón,30

(c) en donde dicha unión da como resultado la omisión de dicho primer exón y dicho segundo exón, preferiblemente 
la omisión de un tramo multiexónico que comienza con dicho primer exón y abarca uno o más exones presentes 
entre dicho primer y dicho segundo exones y como máximo la omisión de todo el tramo de exones entre dicho 
primer y dicho segundo exones, y

(d) en donde dicho método da lugar a un oligonucleótido35

En la etapa b) de dicho método, dicho oligonucleótido se diseña preferiblemente de modo que su unión interfiera con 
al menos una secuencia reguladora de corte y empalme en dichas regiones de dicho primer y/o segundo exones en 
dicho pre-ARNm.

Como alternativa o en combinación con la interferencia de una secuencia reguladora de corte y empalme, la unión de 
dicho oligonucleótido interfiere preferiblemente con la estructura secundaria que abarca al menos dicho primer y/o 40
dicho segundo exones en dicho pre-ARNm.

El oligonucleótido obtenible mediante este método puede inducir la omisión de dichos primer y segundo exones de 
dicho pre-ARNm. Preferiblemente se induce la omisión de uno o más exones adicionales, en donde dicho uno o más 
exones adicionales se localizan preferiblemente entre dicho primer y dicho segundo exones, y en donde la 
transcripción de ARNm resultante está en marco. El oligonucleótido es preferiblemente capaz de inducir la omisión de 45
todo el tramo de exones entre dicho primer exón y dicho segundo exón. En una realización, dichas regiones de dicho 
primer exón y dicho segundo exón comprenden un elemento regulador de corte y empalme, de modo que la unión de 
dicho oligonucleótido es capaz de interferir con al menos una secuencia reguladora de corte y empalme en dichas 
regiones de dichos primer y segundo exones. También se incluye que la unión de dicho oligonucleótido interfiera con 
la estructura secundaria que abarca al menos dicho primer y/o dicho segundo exones en dicho pre-ARNm. La 50
secuencia reguladora de corte y empalme preferida comprende un sitio de unión para una proteína de serina-arginina 
(SR), un potenciador de corte y empalme exónico (ESE, siglas del inglés exonic splicing enhancer), una secuencia de 
reconocimiento de exones (ERS) y/o un silenciador de corte y empalme exónico (ESS).

En la presente memoria, cada característica de este método ya se ha definido o es conocida para el experto en la 
técnica.55
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Oligonucleótidos preferidos

Preferiblemente, un oligonucleótido de la invención es para su uso como medicamento, más preferiblemente dicho 
compuesto es para su uso en terapias moduladoras de ARN. Más preferiblemente, dicha modulación de ARN conduce 
a la corrección de un marco de lectura transcripcional alterado y/o al restablecimiento de la expresión de una proteína 
deseada o esperada. por tanto, en principio, el método de la invención y el oligonucleótido de la invención pueden 5
aplicarse a cualquier enfermedad relacionada con la presencia de una mutación que altere el marco, que conduce a 
una transcripción aberrante y/o a la ausencia de una proteína codificada y/o a la presencia de una proteína aberrante. 
En una realización preferida, el método de la invención y el oligonucleótido de la invención se aplican a genes 
asociados a enfermedades que llevan secuencias repetitivas y, por tanto, regiones con una identidad de secuencia 
relativamente alta (es decir, al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 % de identidad de secuencia entre una región de un 10
segundo exón y una región de un primer exón como se define en la presente memoria). Son ejemplos no limitantes 
genes con repeticiones de tipo espectrina (como las del gen DMD implicado en la distrofia muscular de Duchenne 
como se describe en la presente memoria), repeticiones tipo Kelch (como las del gen KLHL3 implicado en la 
hipertensión hiperpotasémica familiar (Louis-Dit-Picard H et al.), el gen KLHL6 implicado en la leucemia linfocítica 
crónica (Puente XS et al.), el gen KLHL7 implicado en la retinitis pigmentosa (Friedman JS et al.), los genes KLHL7/12 15
implicados en el síndrome de Sjögren (Uchida K et al.), el gen KLHL9 implicado en la miopatía distal (Cirak S et al.), 
el gen KLHL16 o GAN implicado en la neuropatía axonal gigante (Bomont P et al.), el gen KLHL19 o KEAP1 implicado 
en diversos tipos de cáncer (Dhanoa BS et al.), el gen KLHL20 implicado en la leucemia promielocítica (Dhanoa BS et 
al.), o el gen KLHL37 o ENC1 implicado en tumores cerebrales (Dhanoa BS et al.)), repeticiones tipo FGF, repeticiones 
de tipo EGF (tales como las del gen NOTCH3 implicado en CADASIL (Chabriat H et al.), los genes SCUBE implicados 20
en cáncer o enfermedad metabólica ósea, el gen neurexina-1 (NRXN1) implicado en trastornos neuropsiquiátricos y 
epilepsia generalizada idiopática (Moller RS et al.), el gen Del-1, el gen Tenascina-C (TNC) implicado en la 
aterosclerosis y arteriopatía coronaria (Mollie A et al.), el gen THBS3, o el gen Fibrilina (FBN1) implicado en el síndrome 
de Marfan (Rantamaki T et al.)), repeticiones de tipo ankirina (tales como las del gen ANKRD1 implicado en la 
miocardiopatía dilatada (Dubosq-Bidot L et al.), el gen ANKRD2, el gen ANKRD11 implicado en el síndrome de KBG 25
(Sirmaci A et al.), el gen ANKRD26 implicado en la trombocitopenia (Noris P et al.), o diabetes (Raciti GA et al.) el gen 
ANKRD55 implicado en la esclerosis múltiple (Alloza I et al.), o el gen TRPV4 implicado en la atrofia muscular espinal 
distal (Fiorillo C et al.)), repeticiones de tipo HEAT(tales como las del gen htt implicado en la enfermedad de 
Huntington), repeticiones de tipo anexina, repeticiones ricas en leucina (tales como las de los genes NLRP2 y NLRP7 
implicados en el aborto espontáneo recurrente idiopático (Huang JY et al.), el gen LRRK2 implicado en la enfermedad 30
de Parkinson (Abeliovich A et al.), el gen NLRP3 implicado en la enfermedad de Alzheimer o meningitis (Heneka MT 
et al.), el gen NALP3 implicado en la insuficiencia renal (Knauf F et al.), o el gen LRIG2 implicado en el síndrome 
urofacial (Stuart HM et al.), o dominios inhibidores de serina proteasa (como los del gen SPINK5 implicado en el 
síndrome de Netherton (Hovnanian A et al.), como se describe en Andrade M.A. et al.

Dentro del contexto de la invención, un pre-ARNm preferido o una transcripción preferida es el pre-ARNm o la 35
transcripción de distrofina. Este pre-ARNm preferido o transcripción preferida es preferiblemente de ser humano. Una 
enfermedad relacionada con la presencia de una mutación presente en el pre-ARNm de distrofina es la DMD o DMB, 
dependiendo de la mutación. En la Tabla 2 se identifican combinaciones y regiones preferidas del primer y segundo 
exones del pre-ARNm de distrofina para su uso en el contexto de la invención.

En una realización preferida, se usa un compuesto de la invención para inducir la omisión de exones en una célula, 40
en un órgano, en un tejido y/o en un paciente, preferiblemente en un paciente con DMB o DMD o en una célula, órgano, 
tejido procedente de dicho paciente. La omisión de exones da como resultado un ARNm maduro que no contiene 
ningún exón omitido y, por tanto, cuando dicho exón codifica aminoácidos, puede conducir a la expresión de un 
producto de distrofina alterado, truncado internamente, aunque en parte mayoritariamente funcional. La tecnología de 
omisión de exones se dirige actualmente hacia el uso de OAS o construcciones génicas que transcriben OAS. Las 45
técnicas de omisión de exones se exploran actualmente para luchar contra las distrofias musculares genéticas. 
Recientemente, nosotros y otros autores, hemos informado sobre resultados prometedores sobre la terapia de omisión 
de exones inducida por OAS con el objetivo de restablecer el marco de lectura del pre-ARNm de distrofina en células 
de ratones mdx y de pacientes con DMD (Heemskerk H., et al.; Cirak S., et al.; Goemans et al.,). mediante la omisión 
selectiva de un exón específico, un fenotipo de DMD grave (que carece de distrofina funcional) se convierte en un 50
fenotipo de DMO más leve (que expresa distrofina funcional o semifuncional). La omisión de un exón se induce 
preferiblemente por la unión de OAS dirigidos a una secuencia de exón interna.

A continuación, la invención se ilustra mediante un pre-ARNm de distrofina mutado en donde están presentes un 
primer y un segundo exones. Como se define en la presente memoria, un pre-ARNm de distrofina significa 
preferiblemente un pre-ARNm de un gen DMD que codifica una proteína de distrofina. Un pre-ARNm de distrofina 55
mutado corresponde a un pre-ARNm de un paciente con DMB o DMD con una mutación cuando se compara con un 
pre-ARNm de DMD de tipo silvestre de una persona no afectada, dando como resultado (niveles reducidos de) una 
proteína aberrante (DMB) o la ausencia de distrofina funcional (DMD). Un pre-ARNm de distrofina también se 
denomina pre-ARNm de DMD. Un gen de distrofina también puede denominarse un gen DMD. Distrofina y DMD se 
pueden usar indistintamente en toda la solicitud.60

Preferiblemente, se pretende que un paciente signifique un paciente que tiene DMD o DMB como se define más 
adelante en la presente memoria o un paciente susceptible de desarrollar DMD o DMB debido a sus antecedentes 
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genéticos. En el caso de un paciente con DMD, un compuesto usado corregirá preferiblemente una mutación presente 
en el gen DMD de dicho paciente y, por lo tanto, creará preferiblemente una proteína de distrofina que se parecerá a 
una proteína de distrofina de un paciente con DMB: dicha proteína será preferiblemente una distrofina funcional o 
semifuncional, como se define más adelante en la presente memoria. En el caso de un paciente con DMB, 
preferiblemente un oligonucleótido antisentido de la invención modificará una mutación como la que está presente en 5
el gen de DMB de dicho paciente y creará preferiblemente una distrofina que será más funcional que la distrofina que 
estaba originalmente presente en dicho paciente con DMB.

Como se define en la presente memoria, una distrofina funcional es preferiblemente una distrofina de tipo silvestre que 
corresponde a una proteína que tiene la secuencia de aminoácidos como se identifica en la SEQ ID NO: 1. Una 
distrofina funcional es preferiblemente una distrofina, que tiene un dominio de unión activo en su parte N terminal 10
(primeros 240 aminoácidos en el extremo N), un dominio rico en cisteína (aminoácidos 3361 hasta 3685) y un dominio 
C terminal (últimos 325 aminoácidos en el extremo C), estando cada uno de estos dominios presente en una distrofina 
de tipo silvestre como sabe el experto en la técnica. Los aminoácidos indicados en la presente memoria corresponden 
a aminoácidos de la distrofina de tipo silvestre representados por la SEQ ID NO: 1. En otras palabras, una distrofina 
funcional o semifuncional es una distrofina que presenta, al menos en cierta medida, una actividad de una distrofina 15
de tipo silvestre. "Al menos en cierta medida" significa preferiblemente al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 
70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 100 % de una actividad correspondiente a la de una distrofina funcional de tipo silvestre. 
En este contexto, una actividad de una distrofina funcional se une preferiblemente a la actina e interacciona con el 
complejo de glucoproteína asociado a distrofina (DGC, dystrophin-associated glycoprotein) o (DAGC, dystrophin-
associated glycoprotein complex) (Ehmsen J et al.). La unión de la distrofina con la actina y con el complejo DGC 20
puede visualizarse mediante coinmunoprecipitación utilizando extractos de proteína total o análisis de 
inmunofluorescencia de cortes transversales de una biopsia de un músculo que se sospecha que es distrófico, como 
sabe el experto en la técnica.

Los individuos que padecen DMD normalmente tienen una mutación en el gen que codifica la distrofina que impide la 
síntesis de la proteína completa, p. ej., una parada prematura impide la síntesis del extremo C. En la DMB, el gen de 25
la distrofina también comprende una mutación, pero esta mutación no interrumpe el marco abierto de lectura y el 
extremo C se sintetiza. Como resultado, se genera una proteína de distrofina (semi)funcional o funcional que tiene una 
actividad similar en especie a la de la proteína de tipo silvestre, aunque no necesariamente una cantidad similar de 
actividad. El genoma de un individuo con DMB normalmente codifica una proteína de distrofina que comprende la 
parte N terminal (los primeros 240 aminoácidos en el extremo N), un dominio rico en cisteína (aminoácido 3361 hasta 30
3685) y un dominio C terminal (últimos 325 aminoácidos en el extremo C), pero en la mayoría de los casos, su dominio 
central en forma de varilla, puede ser más corto que el de una distrofina de tipo silvestre (Monaco A.P., et al, ). La 
omisión de exones para el tratamiento de DMD normalmente se dirige a eludir la parada prematura en el pre-ARNm 
omitiendo un exón flanqueante o que contiene la mutación. Esto permite la corrección del marco abierto de lectura y 
la síntesis de una proteína de distrofina truncada internamente, pero que incluye el extremo C. En una realización 35
preferida, un individuo que tiene DMD, y que se está tratando con un oligonucleótido de la invención, sintetizará una 
distrofina que presenta, al menos en cierta medida, una actividad similar a la de una distrofina de tipo silvestre. Más 
preferiblemente, si dicho individuo es un paciente con DMD o se sospecha que es un paciente con DMD, una distrofina 
(semi)funcional es una distrofina de un individuo que tiene DMB: normalmente dicha distrofina puede interaccionar 
tanto con actina como con DGC o DAGC (Ehmsen J., et al., Monaco A.P., et al,).40

El dominio central en forma de varilla de la distrofina de tipo silvestre comprende 24 repeticiones de tipo espectrina 
(Ehmsen J., et al,). En muchos casos, El dominio central en forma de varilla en proteínas similares a las de la DMB es 
más corto que el de una distrofina de tipo silvestre (Monaco A.P., et al.). Por ejemplo, un dominio central en forma de 
varilla de una distrofina como se proporciona en la presente memoria puede comprender de 5 a 23, de 10 a 22 o de 
12 a 18 repeticiones de tipo espectrina, siempre que pueda unirse a la actina y al DGC.45

El alivio de uno o más síntomas de DMD o DMB en un individuo usando un compuesto de la invención, puede evaluarse 
mediante cualquiera de los siguientes ensayos: prolongación del tiempo hasta la pérdida de la marcha, mejora de la 
fuerza muscular, mejora de la capacidad de levantar peso, mejora del tiempo necesario para levantarse del suelo, 
mejora en el tiempo de marcha de nueve metros, mejora en el tiempo necesario para subir cuatro escalones, mejora 
del grado de función de la pierna, mejora de la función pulmonar, mejora de la función cardíaca, mejora de la calidad 50
de vida. El experto en la técnica conoce cada uno de estos ensayos. Como ejemplo, la publicación de Manzur et al. 
(Manzur AY et al.) ofrece una amplia explicación de cada uno de estos ensayos. Para cada uno de estos ensayos, tan 
pronto como se haya encontrado una mejora o prolongación detectable de un parámetro medido en un ensayo, 
preferiblemente significará que usando un compuesto de la invención, se han aliviado uno o más síntomas de DMD o 
DMB en un individuo. La mejora o prolongación detectable es preferiblemente una mejora o prolongación 55
estadísticamente significativa como se describe en Hodgetts et al (Hodgetts S., et al,). Como alternativa, el alivio de 
uno o más síntomas de DMD o DMB puede evaluarse midiendo una mejora de una función, integridad y/o 
supervivencia de una fibra muscular.

En un método preferido, se alivia uno o más síntomas de un paciente con DMD o BMD y/o se mejora una o más 
características de uno o más miocitos de un paciente con DMD o DMB. Dichos síntomas o características pueden 60
evaluarse a nivel celular, tisular o en el propio paciente.
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Mediante cualquiera de los siguientes ensayos, en una célula miogénica o miocito de ese paciente se puede evaluar 
un alivio de una o más características de un miocito de un paciente con DMD o DMB: absorción reducida de calcio por 
parte de los miocitos, disminución de la síntesis de colágeno, morfología alterada, alteración de la biosíntesis de 
lípidos, disminución del estrés oxidativo y/o mejora de la función, integridad y/o supervivencia de la fibra muscular. 
Estos parámetros generalmente se evalúan usando inmunofluorescencia y/o análisis histoquímicos de cortes 5
transversales de biopsias de músculo.

La mejora de la función, integridad y/o supervivencia de la fibra muscular puede evaluarse utilizando al menos uno de 
los siguientes ensayos: una disminución detectable de creatina cinasa en sangre, una disminución detectable de 
necrosis de las fibras musculares en un corte transversal de biopsia de un músculo que se sospecha que es distrófico, 
y/o un aumento detectable de la homogeneidad del diámetro de las fibras musculares en un corte transversal de 10
biopsia de un músculo que se sospecha que es distrófico. El experto en la técnica conoce cada uno de estos ensayos.

La creatina cinasa se puede detectar en la sangre como describen Hodgetts et al (Hodgetts S., et al,). Una disminución 
detectable en la creatina cinasa puede significar una disminución de 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 
80 %, 90 % o más en comparación con la concentración de creatina cinasa en un mismo paciente con DMD o DMB 
antes del tratamiento.15

Una disminución detectable de necrosis de las fibras musculares se evalúa preferiblemente en una biopsia de musculo, 
más preferiblemente como describen Hodgetts et al (Hodgetts S., et al,) utilizando cortes transversales de biopsia. 
Una disminución detectable de necrosis puede ser una disminución de 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 % o más de la zona en donde se ha identificado la necrosis usando cortes transversales de biopsia. 
La disminución se mide en comparación con la necrosis evaluada en un mismo paciente con DMD o DMB antes del 20
tratamiento.

Un aumento detectable de la homogeneidad del diámetro de una fibra muscular se evalúa preferiblemente en un corte 
transversal de una biopsia de músculo, más preferiblemente como describen Hodgetts et al (Hodgetts S., et al,). El 
aumento se mide en comparación con la homogeneidad del diámetro de una fibra muscular en un mismo paciente con 
DMD o BMD antes del tratamiento.25

Preferiblemente, un oligonucleótido de la invención proporciona a dicho individuo (niveles más altos de) una proteína 
de distrofina funcional y/o (semi) funcional (tanto para la DMD como para la BMD) y/o puede disminuir, al menos en 
parte, la producción de una proteína de distrofina aberrante en dicho individuo. En este contexto, "una"distrofina 
funcional y/o "una" distrofina semifuncional puede significar que podrían generarse diversas formas de distrofina 
funcional y/o semifuncional. Esto puede esperarse cuando una región de una identidad de al menos 50 % entre un 30
primer y un segundo exones se solapa con una o más regiones diferentes de una identidad de al menos 50 % entre 
otros primer y segundo exones, y cuando dicho oligonucleótido es capaz de unirse a dicha parte solapante de tal 
manera que se omiten varios tramos de exones diferentes y se producen varias transcripciones diferentes en marco. 
Esta situación se ilustra en el ejemplo 4, en donde un monooligonucleótido según la invención (PS816; SEQ ID NO: 
1679) puede inducir la producción de diversas transcripciones en marco, compartiendo todas ellas el exón 10 como 35
primer exón y en donde el segundo exón puede ser el exón 13, 14, 15, 18, 20, 27, 30, 31, 32, 35, 42, 44, 47, 48 o 55.

Los niveles más altos se refieren al aumento de un nivel de la proteína de distrofina funcional y/o (semi) funcional en 
comparación con un nivel correspondiente de una proteína de distrofina funcional y/o (semi) funcional en un paciente 
antes del inicio del tratamiento con un oligonucleótido de la invención. El nivel de dicha proteína de distrofina funcional 
y/o (semi) funcional se evalúa preferiblemente usando análisis de inmunofluorescencia o transferencia Western (para 40
proteínas).

Una disminución de la producción de un ARNm de distrofina aberrante, o de proteína de distrofina aberrante, significa 
preferiblemente que un 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 % o menos de la cantidad inicial 
de ARNm de distrofina aberrante, o de proteína de distrofina aberrante, sigue siendo detectable mediante RT PCR 
(para ARNm) o mediante análisis de inmunofluorescencia o transferencia Western (para proteínas). En la presente 45
memoria también se hace referencia a un ARNm o una proteína de distrofina aberrante menos funcional (en 
comparación con una proteína de distrofina funcional de tipo silvestre como se definió anteriormente en este 
documento) o a un ARNm o a una proteína de distrofina no funcional. Una proteína de distrofina no funcional es 
preferiblemente una proteína de distrofina que no puede unirse a la actina y/o a miembros del complejo proteico DGC. 
Normalmente, una proteína de distrofina no funcional o un ARNm de distrofina no tiene, o no codifica, una proteína de 50
distrofina con un extremo C intacto de la proteína. En una realización preferida, se aplica una técnica de omisión de 
exones (también denominada modulación de ARN o cambio de corte y empalme).

El aumento de la producción de un ARNm y/o de una proteína de distrofina funcional y/o semifuncional, significa 
preferiblemente que dicho ARNm y/o proteína de distrofina funcional y/o semifuncional es detectable o que está 
aumentado al menos un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o más, en comparación con la 55
cantidad detectable de dicho ARNm y/o proteína detectable al inicio del tratamiento. Dicha detección puede llevarse a 
cabo utilizando RT-PCR (para ARNm) o análisis de inmunofluorescencia o transferencia Western (para proteínas).

E13739847
26-11-2019ES 2 758 982 T3

 



21

En otra realización, un compuesto de la invención proporciona a dicho individuo una proteína de distrofina funcional o 
semifuncional. Esta proteína o ARNm de distrofina funcional o semifuncional puede detectarse como una proteína o 
ARNm de distrofina aberrante como se ha explicado anteriormente en la presente memoria.

Mediante la omisión conjunta dirigida de dichos dos exones (dicho primer y dicho segundo exones), la omisión de uno 
o más exones adicionales se puede inducir, en donde dichos uno o más exones adicionales se localizan 5
preferiblemente entre dichos primer y dicho segundo exones, y en donde la transcripción de distrofina resultante está 
en marco (preferiblemente como en la Tabla 1 o 6 ), un fenotipo de DMD o de DMB grave se convierte en un fenotipo 
de DMB más leve o incluso asintomático. La omisión conjunta de dichos dos exones se induce preferiblemente a 
través de la unión de un oligonucleótido a una región de un primer exón del pre-ARNm de distrofina y a través de la 
unión de un oligonucleótido a una región de un segundo exón dentro del pre-ARNm de distrofina, en donde dicha 10
región de dicho segundo exón tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón. 
Preferiblemente, dicho primer y dicho segundo exones de distrofina, y las regiones de identidad que contienen, son 
como se identifican en la Tabla 2 o 6. Preferiblemente, dicho oligonucleótido no presenta solapamiento con secuencias 
no exónicas. Preferiblemente, dicho oligonucleótido no se solapa con los sitios de corte y empalme, al menos no en 
tanto que estén presentes en un intrón. Preferiblemente, dicho oligonucleótido dirigido hacia una secuencia interna de 15
exón no contiene una secuencia complementaria inversa con respecto a un intrón adyacente. Preferiblemente se aplica 
una técnica de omisión de exones, de tal manera que la ausencia de dichos dos exones, preferiblemente de uno o 
más exones adicionales, más preferiblemente situados entre dicho primer y dicho segundo exones, a partir de un 
ARNm producido a partir de un pre-ARNm de DMD, genera una región codificante para la expresión (más alta) de una 
proteína de distrofina más (semi) funcional aunque más corta. En este contexto (normalmente un paciente con DMB), 20
la inhibición de la inclusión de dichos dos exones, preferiblemente de uno o más exones adicionales localizados entre 
dicho primer y dicho segundo exones, significa preferiblemente que:

- el nivel del ARNm de distrofina original, aberrante (menos funcional) disminuye al menos un 5 % según lo evaluado 
mediante RT-PCR, o que un nivel de proteína de distrofina aberrante correspondiente disminuye al menos un 2 % 
según lo evaluado mediante análisis de inmunofluorescencia o transferencia Western usando anticuerpos 25
antidistrofina; y/o

- una transcripción en marco que codifica una proteína de distrofina semifuncional o funcional es detectable o su 
nivel aumenta al menos un 5 % según lo evaluado mediante RT-PCR (a nivel de ARNm) o al menos un 2 % según 
lo evaluado mediante análisis de inmunofluorescencia o transferencia Western usando anticuerpos antidistrofina 
(a nivel de proteína).30

Preferiblemente, la disminución de la proteína de distrofina aberrante, menos funcional o no funcional, es al menos de 
un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % y está preferiblemente en línea o en paralelo 
a la detección o al aumento de la producción de una proteína o transcripción de distrofina más funcional o 
semifuncional. En este contexto (normalmente un paciente con DMD), la inhibición de la inclusión de dichos dos 
exones, preferiblemente de uno o más exones adicionales localizados entre dicho primer y dicho segundo exones, 35
significa preferiblemente que dicho individuo recibe (niveles más altos de) un ARNm o una proteína de distrofina más 
funcional o (semi) funcional.

Una vez que un paciente con DMD recibe (niveles más altos de) una proteína de distrofina (más) funcional o 
semifuncional, la causa de la DMD se alivia, al menos en parte. Así pues, sería de esperar entonces que los síntomas 
de DMD estén suficientemente reducidos. La presente invención proporciona además la idea de que la omisión de un 40
tramo completo de al menos dos exones de distrofina de un pre-ARNm que comprende dichos exones, se induce o 
mejora, cuando se usa un monooligonucleótido dirigido (o capaz de unirse a, o hibridarse con, o ser complementario 
inverso con respecto a, o capaz de dirigirse a) ambos exones externos de dicho tramo. A lo largo de la solicitud, en 
una realización preferida, un oligonucleótido de la invención es, por lo tanto, al menos 80 % complementario inverso 
con respecto a dicha región de dicho primer exón y al menos 45 % complementario inverso con respecto a dicha región 45
de dicho segundo exón como se define en la presente memoria, en donde dichos primer y segundo exones se 
corresponden con los exones externos del tramo de exón que se va a omitir. Más preferiblemente, dicho 
oligonucleótido es al menos 85 %, 90 %, 95 % o 100 % complementario inverso con respecto a dicha región de dicho 
primer exón y al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % complementario 
inverso con respecto a dicha región de dicho segundo exón. La frecuencia de omisión mejorada también aumenta el 50
nivel de proteína de distrofina más (semi) funcional producida en un miocito de un individuo con DMD o DMB.

Un oligonucleótido según la presente invención que se usa preferiblemente,
es preferiblemente complementario inverso con respecto a, o es capaz de unirse, o hibridarse con, o dirigirse a, una 
región de un primer exón de distrofina, teniendo dicha región al menos 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 55
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 o más nucleótidos,
es preferiblemente complementario inverso con respecto a, o es capaz de unirse, o hibridarse con, o dirigirse a, una 
región de un segundo exón de distrofina, teniendo dicha región al menos 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 60
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 
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140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 o más nucleótidos, en donde dicha región de dicho segundo exón dentro del mismo 
pre-ARNm tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región de dicho primer exón.

Dentro del contexto de la invención, un oligonucleótido puede comprender o consistir en un equivalente funcional de 
un oligonucleótido. Un equivalente funcional de un oligonucleótido significa preferiblemente un oligonucleótido como 
se define en la presente memoria en donde uno o más nucleótidos se han sustituido y en donde una actividad de dicho 5
equivalente funcional se conserva al menos en cierta medida. Preferiblemente, una actividad de dicho compuesto que 
comprende un equivalente funcional de un oligonucleótido, es proporcionar una proteína de distrofina funcional o 
semifuncional. Por lo tanto, dicha actividad de dicho compuesto que comprende un equivalente funcional de un 
oligonucleótido, se evalúa preferiblemente cuantificando la cantidad de una proteína de distrofina funcional o 
semifuncional. En la presente memoria, una distrofina funcional o semifuncional se define preferiblemente como una 10
distrofina que puede unirse a la actina y a miembros del complejo proteico DGC y dar soporte y flexibilidad a la 
estructura membranosa de las fibras musculares. La evaluación de dicha actividad de un compuesto que comprende 
un oligonucleótido funcional o equivalente incluye preferiblemente RT-PCR (para detectar la omisión de exones a nivel 
de ARN) y/o análisis de inmunofluorescencia o transferencia Western (para detectar la expresión y localización de 
proteínas). Dicha actividad se conserva preferiblemente al menos en cierta medida cuando representa al menos 50 %, 15
o al menos 60 %, o al menos 70 % o al menos 80 % o al menos 90 % o al menos 95 % o más de la actividad 
correspondiente de dicho compuesto que comprende un oligonucleótido del que procede el equivalente funcional. A 
lo largo de esta solicitud, cuando se usa la palabra oligonucleótido esta puede reemplazarse por un equivalente 
funcional del mismo como se define en la presente memoria.

Así pues, el uso de un oligonucleótido, o de un equivalente funcional del mismo, que comprende o consiste en una20
secuencia
que puede unirse a, dirigirse a, hibridarse con y/o es complementaria inversa con respecto a una región de un primer 
exón de distrofina,
que puede unirse con, dirigirse a, hibridarse con y/o es complementaria inversa con respecto a una región de un 
segundo exón de distrofina25
y
en donde dicha región del segundo exón dentro del pre-ARNm de distrofina tiene una identidad de al menos 50 % con 
dicha región de dicho primer exón, presenta los siguientes resultados terapéuticos para la DMD:

- aliviar uno o más síntomas de DMD o BMD; y/o

- aliviar una o más características de un miocito de un paciente; y/o30

- proporcionar a dicho individuo una proteína de distrofina funcional o semifuncional; y/o

- disminuir, al menos en parte, en dicho individuo, la producción de una proteína de distrofina aberrante.

Cada una de estas características ya se ha definido en la presente memoria.

Preferiblemente, un oligonucleótido comprende o consiste en una secuencia que puede unirse a, dirigirse a, hibridarse 
con y/o es complementaria inversa con respecto a una región de un primer exón de DMD o distrofina, en donde una 35
región de un segundo exón de DMD o distrofina dentro del mismo pre-ARNm, tiene una identidad de al menos 50 % 
con dicha región de dicho primer exón. Dicho primer y segundo exones se seleccionan preferiblemente del grupo de 
exones que incluye los exones 8 a 60, en donde cuando el tramo de exones que comienza con el primer exón y que 
comprende el segundo exón como último exón, se omite, produce una transcripción en marco. En las Tablas 1, 2 o 6, 
se ofrecen las combinaciones de exones en marco preferidas en el ARNm de distrofina.40

Sin querer limitarse a ninguna teoría, la identidad del primer y segundo exones de distrofina puede estar determinada 
por uno o más de los siguientes aspectos. En una realización, uno o más intrones presentes entre el primer exón y el 
segundo exón no son excepcionalmente grandes. En este contexto, un intrón excepcionalmente grande en el gen de 
la distrofina puede tener 70, 80, 90, 100, 200 kb (kilobases) o más; por ejemplo, intrón 1 (~ 83 kb), intrón 2 (~ 170 kb), 
intrón 7 (~ 110 kb), intrón 43 (~ 70 kb), intrón 44 (~ 248 kb), intrón 55 (~ 119 kb), o intrón 60 (~ 96 kb). Además, en 45
una realización adicional, puede que ya exista un ejemplo de un paciente con DMB que exprese una proteína de 
distrofina truncada, en donde este primer, este segundo y el tramo de exones de dicho primer exón a dicho segundo 
exón se había delecionado. Otro criterio puede ser la aplicabilidad relativamente grande de los exones omitidos para 
subpoblaciones combinadas de pacientes con DMD (y/o DMB) con mutaciones relevantes específicas.

En una realización preferida, se omite un tramo de exones de DMD en marco (más preferiblemente se omite por 50
completo dentro de una transcripción), en donde los exones externos están definidos por un primer y un segundo exón 
de la siguiente manera:

- el primer exón es el exón 8 y el segundo exón es el exón 19 (aplicable a ~ 7 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 9 y el segundo exón es el exón 22 (aplicable a ~ 11 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 9 y el segundo exón es el exón 30 (aplicable a ~ 14 % de los pacientes con DMD),55
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- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el exón 18 (aplicable a ~ 5 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el exón 30 (aplicable a ~ 13 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el exón 42 (aplicable a ~ 16 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el exón 47 (aplicable a ~ 29 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el exón 57 (aplicable a ~ 72 % de los pacientes con DMD),5

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el exón 60 (aplicable a ~ 72 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 11 y el segundo exón es el exón 23 (aplicable a ~ 8 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 13 y el segundo exón es el exón 30 (aplicable a ~ 10 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 23 y el segundo exón es el exón 42 (aplicable a ~ 7 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 34 y el segundo exón es el exón 53 (aplicable a ~ 42 % de los pacientes con DMD),10

- el primer exón es el exón 40 y el segundo exón es el exón 53 (aplicable a ~ 38 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 44 y el segundo exón es el exón 56 (aplicable a ~ 40 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 45 y el segundo exón es el exón 51 (aplicable a ~ 17 % de los pacientes con DMD)

- el primer exón es el exón 45 y el segundo exón es el exón 53 (aplicable a ~ 28 % de los pacientes con DMD),

- el primer exón es el exón 45 y el segundo exón es el exón 55 (aplicable a ~ 33 % de los pacientes con DMD),15

- el primer exón es el exón 45 y el segundo exón es el exón 60 (aplicable a ~ 37 % de los pacientes con DMD), o

- el primer exón es el exón 56 y el segundo exón es el exón 60 (aplicable a ~ 2 % de los pacientes con DMD).

Por lo tanto, en una realización, un oligonucleótido de la invención induce la omisión de los siguientes exones de 
distrofina: exones 8 a 19, exones 9 a 22, exones 9 a 30, exones 10 a 18, exones 10 a 30, exones 10 a 42, exones 10 
a 47, exones 10 a 57, exones 10 a 60, exones 11 a 23, exones 13 a 30, exones 23 a 42, exones 34 a 53, exones 40 20
a 53, exones 44 a 56, exones 45 a 51, exones 45 a 53, exones 45 a 55, exones 45 a 60 o exones 56 a 60.

Preferiblemente, un oligonucleótido de la invención comprende o consiste en una secuencia que puede unirse a, 
dirigirse a, hibridarse con y/o es complementaria inversa con respecto a una región de un primer exón del pre-ARNm 
de distrofina de tal manera que la parte complementaria inversa es al menos el 30 % de la longitud de dicho 
oligonucleótido de la invención, más preferiblemente al menos el 40 %, incluso más preferiblemente al menos 50 %, 25
incluso más preferiblemente al menos 60 %, incluso más preferiblemente al menos 70 %, incluso más preferiblemente 
al menos 80 %, incluso más preferiblemente al menos 90 % o incluso más preferiblemente al menos 95 %, o incluso 
más preferiblemente 98 % y lo más preferiblemente hasta 100 %. En este contexto, un primer exón es preferiblemente 
el exón 8, 9, 10, 11, 13, 23, 34, 40, 44, 45 o 56 de pre-ARNm de distrofina como se define en la presente memoria. 
Dicho oligonucleótido puede comprender secuencias flanqueantes adicionales. En una realización más preferida, la 30
longitud de dicha parte complementaria inversa de dicho oligonucleótido es de al menos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 nucleótidos. Se pueden usar 
varios tipos de secuencias flanqueantes. Preferiblemente, las secuencias flanqueantes se usan para modificar la unión 
de una proteína con dicho oligonucleótido, o para modificar una propiedad termodinámica de dicho oligonucleótido, 
más preferiblemente para modificar la afinidad de unión del ARN diana. En otra realización preferida, las secuencias 35
flanqueantes adicionales son complementarias inversas con respecto a secuencias del pre-ARNm de distrofina que 
no están presentes en dicho exón.

En una realización preferida, un oligonucleótido comprende o consiste en una secuencia que puede unirse a, dirigirse 
a, hibridarse con, y es complementaria inversa con respecto a al menos una región de un primer exón y a una región 
de un segundo exón de distrofina, tal como está presente en un pre-ARNm de distrofina, en donde dichos primer y 40
segundo exones se seleccionan del grupo de exones 8 (SEQ ID NO: 2), 9 (SEQ ID NO: 3), 10 (SEQ ID NO: 4), 11 
(SEQ ID NO: 1761), 13 (SEQ ID NO: 1762), 18 (SEQ ID NO: 5), 19 (SEQ ID NO: 6), 22 (SEQ ID NO: 7), 23 (SEQ ID 
NO: 8), 30 (SEQ ID NO: 9), 34 (SEQ ID NO: 1763), 40 (SEQ ID NO: 1764), 42 (SEQ ID NO: 11), 44 (SEQ ID NO: 
1765), 45 (SEQ ID NO: 12), 47 (SEQ ID NO: 10), 51 (SEQ ID NO: 1760), 53 (SEQ ID NO: 13), 55 (SEQ ID NO: 14), 
56 (SEQ ID NO: 15), 57 (SEQ ID NO: 1744) o 60 (SEQ ID NO: 16), y dichas regiones tienen al menos 10 nucleótidos. 45
Sin embargo, dichas regiones también pueden tener al menos 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 o más nucleótidos. Para los exones preferidos identificados anteriormente, utilizando 
técnicas conocidas en la materia, el experto en la técnica puede identificar una región de un primer exón y una región 50
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de un segundo exón. Más preferiblemente, se usa la herramienta en línea EMBOSS Matcher como se explicó 
anteriormente en la presente memoria. Incluso más preferiblemente, regiones de identidad preferidas de un primer y 
segundo exones de distrofina a las cuales se une preferiblemente un oligonucleótido de la invención y/o es al menos 
en parte complementario inverso con respecto a ellas, se han proporcionado en la Tabla 2. En este contexto, la 
complementariedad inversa es preferiblemente de al menos 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 5
90 %, 95 % o 100 %. Una secuencia de oligonucleótidos preferida para su uso en la invención que puede unirse con, 
hibridarse con, dirigirse a y/o es complementaria inversa con respecto a una región de identidad entre dichos primer y 
segundo exones, preferiblemente de la Tabla 2, tiene una longitud de al menos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 nucleótidos, más preferiblemente 
menor de 40 nucleótidos o más preferiblemente menor de 30 nucleótidos, incluso más preferiblemente menor de 25 10
nucleótidos y lo más preferiblemente de 20 a 25 nucleótidos. En este contexto, la complementariedad inversa es 
preferiblemente de al menos 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 %.

En una realización, un oligonucleótido preferido es tal que el primer y el segundo exones de distrofina son como se 
identifican en las tablas 1, 2 o 6 y dicho oligonucleótido es capaz de unirse a las regiones correspondientes del primer 
y segundo exones como se identifica en las tabla 2 o 6 y como se define en la SEQ ID NO: 17 a 1670, 1742, 1743 o 15
1766 a 1777.

Los oligonucleótidos preferidos se describen en la Tabla 3 y comprenden o consisten en las SEQ ID NO: 1671-1741. 
Otros oligonucleótidos preferidos comprenden o consisten en las SEQ ID NO: 1778-1891 como se describe en la Tabla 
6. Los oligonucleótidos preferidos comprenden la SEQ ID NO: 1671-1741 o 1778-1891 y tienen 1, 2, 3, 4 o 5 
nucleótidos más o 1, 2, 3, 4 o 5 nucleótidos menos que su SEQ ID NO exacta como se indica en las tablas 3 o 6. Estos 20
nucleótidos adicionales pueden estar presentes en el lado 5' o 3' de una SEQ ID NO determinada. Estos nucleótidos 
ausentes pueden ser nucleótidos presentes en el lado 5' o 3' de una SEQ ID NO determinada. Cada uno de estos 
oligonucleótidos puede tener cualquiera de las químicas definidas anteriormente en la presente memoria o 
combinaciones de las mismas. En cada uno de los oligonucleótidos identificados por una SEQ ID NO de la presente 
memoria, una U puede reemplazarse por una T.25

Los oligonucleótidos más preferidos se representan a continuación.

Si el primer exón de distrofina es el exón 8 y el segundo exón de distrofina es el exón 19, una región preferida del exón 
8 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 17 y una región preferida del exón 19 comprende o consiste en la SEQ ID 
NO: 18. Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1722 o 1723, o comprende la SEQ ID NO: 1722 o 
1723 y tiene una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.30

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 13, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 101 y una región preferida del exón 13 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 102.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 14, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 103 y una región preferida del exón 14 comprende o consiste en la 35
SEQ ID NO: 104.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 15, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 105 y una región preferida del exón 15 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 106.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 18, una región preferida del 40
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 109 y una región preferida del exón 18 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 110. Los oligonucleótidos preferidos comprenden:

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1679 a 1681, 1778, 1812, 1813, 
1884 a 1886, 1890 o 1891, y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos o

- una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1814 y que tiene una longitud de 26, 27, 28, 29 o 30 45
nucleótidos; o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1815 a 1819 y que tiene una longitud 
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1820, 1824, y que tiene una longitud 
de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o50

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1826, 1782, 1832 y que tiene una 
longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1821, 1825, 1780 y que tiene una 
longitud de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o
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- una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1822 y que tiene una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 
o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1823, 1781, 1829, 1830, 1831 y 
que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos,

- una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1887 y que tiene una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 5
o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1888 o 1889 y que tiene una longitud 
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1827 y que tiene una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 
27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o10

- una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1828 y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 
30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 18, otra región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1766 y otra región preferida del exón 18 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1767. Los oligonucleótidos preferidos comprenden una secuencia de bases como se define en una 15
cualquiera de las SEQ ID NO: 1783, 1833, 1834, 1835 y tienen una longitud de 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 
27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 18, otra región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1768 y otra región preferida del exón 18 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1769. Los oligonucleótidos preferidos comprenden una secuencia de bases como se define en una 20
cualquiera de las SEQ ID NO: 1673 o 1674 y tienen una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 20, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 111 y una región preferida del exón 20 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 112.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 27, una región preferida del 25
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 121 y una región preferida del exón 27 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 122.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 30, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 127 y una región preferida del exón 30 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 128. Los oligonucleótidos preferidos comprenden:30

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1679 a 1681, 1812, 1813, 1884 a 
1886, 1890 o 1891 y tienen una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos o

- una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1814 y tienen una longitud de 26, 27, 28, 29 o 30 
nucleótidos; o

- una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1675 o 1676 y tienen una longitud de 21, 22, 23, 24, 35
25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

- una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1677 o 1678 y tienen una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 
o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases tal como se define en cualquiera de las SEQ ID NO: 1784, 1836 y tienen una longitud de 
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o40

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1786, 1838 y tienen una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en cualquiera de SEQ ID NO: 1780 y tienen una longitud de 22, 23, 24, 
25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1785, 1837 y tienen una longitud 45
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 30, otra región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1772 y otra región preferida del exón 30 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1773. Los oligonucleótidos preferidos comprenden:

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1688, 1689, 1839, 1840, 1841, 50
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1842, 1843 o 1844 y tienen una longitud de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1845, 1846, 1847, 1848 y tienen 
una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1849, 1850 y tienen una longitud 
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o5

- una secuencia de bases tal como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1787, 1851 y tienen una longitud 
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 31, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 129 y una región preferida del exón 31 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 130.10

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 32, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 131 y una región preferida del exón 32 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 132.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 35, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 137 y una región preferida del exón 35 comprende o consiste en la 15
SEQ ID NO: 138.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 42, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 151 y una región preferida del exón 42 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 152.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 44, una región preferida del 20
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 153 y una región preferida del exón 44 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 154.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 47, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 157 y una región preferida del exón 47 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 158.25

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 48, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 159 y una región preferida del exón 48 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 160.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 55, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 167 y una región preferida del exón 55 comprende o consiste en la 30
SEQ ID NO: 168.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 57, una región preferida del 
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 169 y una región preferida del exón 57 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 170.

Si el primer exón de distrofina es el exón 10 y el segundo exón de distrofina es el exón 60, una región preferida del 35
exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 173 y una región preferida del exón 60 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 174.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1673 o comprende la SEQ ID NO: 1673 y tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1675 o comprende la SEQ ID NO: 1675 y tiene una longitud 40
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1677 o comprende la SEQ ID NO: 1677 y tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1679 o comprende la SEQ ID NO: 1679 y tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos. Un oligonucleótido preferido comprende la secuencia de bases de la SEQ ID 45
NO: 1679 y tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos. Opcionalmente, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 de las Ues de 
la SEQ ID NO: 1679 se han reemplazado por una T. En una realización preferida, todas las Ues de la SEQ ID NO: 
1679 se han reemplazado por T. Un oligonucleótido preferido que comprende la SEQ ID NO: 1679 comprende 
cualquiera de las químicas definidas anteriormente en la presente memoria: una modificación de bases y/o una 
modificación de azúcar y/o una modificación de la cadena principal.50
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Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1681 o comprende la SEQ ID NO: 1681 y tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1684 o comprende la SEQ ID NO: 1684 y tiene una longitud 
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1685 o comprende la SEQ ID NO: 1685 y tiene una longitud 5
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1686 o comprende la SEQ ID NO: 1686 y tiene una longitud 
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1688 o comprende la SEQ ID NO: 1688 y tiene una longitud 
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos. Un oligonucleótido preferido comprende la secuencia de bases de la SEQ ID NO: 10
1688 y tiene una longitud de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos. Opcionalmente, 1, 2, 3, 4, 5, 6 de las Ues de la SEQ ID 
NO: 1688 se han reemplazado por una T. En una realización preferida, todas las Ues de la SEQ ID NO: 1688 se han 
reemplazado por T. Un oligonucleótido preferido que comprende la SEQ ID NO: 1688 comprende cualquiera de las 
químicas definidas anteriormente en la presente memoria: una modificación de bases y/o una modificación de azúcar 
y/o una modificación de la cadena principal.15

Para cada uno de los oligonucleótidos representados por las SEQ ID NO: 1673, 1675, 1677, 1679, 1681, 1684, 1685, 
1686 y 1688, el primer exón de distrofina es el exón 10. Sin embargo, el segundo exón de distrofina es el exón 13, 14, 
15, 18, 20, 27, 30, 31, 32, 35, 42, 44, 47, 48, 55, 57 o 60. Esto significa que usando cualquiera de estos 
oligonucleótidos, puede producirse la formación de varias transcripciones en marco, conduciendo cada una de ellas a 
la producción de una proteína de distrofina truncada aunque (semi)funcional.20

Si el primer exón de distrofina es el exón 11 y el segundo exón de distrofina es el exón 23, una región preferida del 
exón 23 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 191 y una región preferida del exón 23 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 192. Los oligonucleótidos preferidos comprenden:

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1794, 1861, 1795, 1862 y tienen 
una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o25

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1796, 1863, 1797, 1864 y tienen 
una longitud de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1798, 1865, 1799, 1866 y tienen 
una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 13 y el segundo exón de distrofina es el exón 30, una región preferida del 30
exón 13 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 285 y una región preferida del exón 30 comprende o consiste en la
SEQ ID NO: 286. Los oligonucleótidos preferidos comprenden:

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1808, 1867, 1809, 1868, 1810, 
1869, 1858, 1873 y tienen una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1811, 1870, 1859, 1874 y tienen 35
una longitud de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1856, 1871, 1860, 1875 y que tiene 
una longitud de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1857, 1872 y que tiene una longitud 
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.40

Si el primer exón de distrofina es el exón 23 y el segundo exón de distrofina es el exón 42, una región preferida de 
exón 23 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 776 y una región preferida de exón 42 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 777 Los oligonucleótidos preferidos comprenden o consisten en las SEQ ID NO: 1698-1703.

Si el primer exón de distrofina es el exón 34 y el segundo exón de distrofina es el exón 53, una región preferida del 
exón 34 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1294 y una región preferida del exón 53 comprende o consiste en la 45
SEQ ID NO: 1295. Los oligonucleótidos preferidos comprenden:

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEC ID NO: 1800, 1876, 1801, 1877 y tienen 
una longitud de 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos o

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1802, 1878, 1803, 1879 y tienen 
una longitud de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.50
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Si el primer exón de distrofina es el exón 40 y el segundo exón de distrofina es el exón 53, una región preferida del 
exón 40 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1477 y una región preferida del exón 53 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1478. Los oligonucleótidos preferidos comprenden:

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1804, 1880 y tienen una longitud 
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o5

- una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1805, 1881 y tienen una longitud 
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 44 y el segundo exón de distrofina es el exón 56, una región preferida del 
exón 44 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1577 y una región preferida del exón 56 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1558. Los oligonucleótidos preferidos comprenden una secuencia de bases como se define en una 10
cualquiera de las SEQ ID NO: 1806, 1882, 1807, 1883 y tienen una longitud de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 
30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 45 y el segundo exón de distrofina es el exón 51, una región preferida del 
exón 45 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1567 y una región preferida del exón 51 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1568. Los oligonucleótidos preferidos comprenden o consisten en las SEQ ID NO: 1730-1731.15

Si el primer exón de distrofina es el exón 45 y el segundo exón de distrofina es el exón 53, una región preferida del 
exón 45 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1569 y una región preferida del exón 53 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1570. Los oligonucleótidos preferidos comprenden o consisten en las SEQ ID NO: 1732-1737.

Si el primer exón de distrofina es el exón 45 y el segundo exón de distrofina es el exón 55, una región preferida del 
exón 45 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1571 y una región preferida del exón 55 comprende o consiste en la 20
SEQ ID NO: 1572. Los oligonucleótidos preferidos comprenden o consisten en las SEQ ID NO: 1704-1719, 1788, 
1852, 1789, 1853.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1706 o comprende la SEQ ID NO: 1706 y tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos. Un oligonucleótido preferido comprende la SEQ ID NO: 1706 y tiene una longitud 
de 25 nucleótidos que consiste en la SEQ ID NO: 1706.25

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1707 o comprende la SEQ ID NO: 1707 y tiene una longitud 
de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos. Un oligonucleótido preferido comprende la SEQ ID NO: 1707 y tiene 
una longitud de 25 nucleótidos que consiste en la SEQ ID NO: 1706.

Un oligonucleótido preferido consiste en la SEQ ID NO: 1713 o comprende la SEQ ID NO: 1713 y tiene una longitud 
de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos. Un oligonucleótido preferido comprende la SEQ ID NO: 1713 y tiene 30
una longitud de 25 nucleótidos que consiste en la SEQ ID NO: 1710.

Los oligonucleótidos preferidos comprenden una secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ 
ID NO: 1788, 1852, 1789, 1853 y tienen una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos

Si el primer exón de distrofina es el exón 45 y el segundo exón de distrofina es el exón 55, otra región preferida del 
exón 45 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1774 y otra región preferida del exón 55 comprende o consiste en la 35
SEQ ID NO: 1775. Los oligonucleótidos preferidos comprenden una secuencia de bases como se define en una 
cualquiera de las SEQ ID NO: 1790, 1854, 1792, 1855 y tienen una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Si el primer exón de distrofina es el exón 45 y el segundo exón de distrofina es el exón 60, una región preferida del 
exón 45 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1577 y una región preferida del exón 60 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1578. Los oligonucleótidos preferidos comprenden o consisten en las SEQ ID NO: 1738-1741.40

Si el primer exón de distrofina es el exón 56 y el segundo exón de distrofina es el exón 60, una región preferida del 
exón 56 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1742 y una región preferida del exón 60 comprende o consiste en la 
SEQ ID NO: 1743. Los oligonucleótidos preferidos comprenden o consisten en las SEQ ID NO: 1720-1721.

Los oligonucleótidos más preferidos comprenden:

(a) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1673 o 1674 y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 45
29 o 30 nucleótidos; o

(b) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1675 o 1676 y tienen una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(c) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1677 o 1678 y tienen una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 
o 30 nucleótidos; o50

E13739847
26-11-2019ES 2 758 982 T3

 



29

(d) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1679 a 1681 y tienen una longitud de 
25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(e) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1684 a 1686 y tienen una longitud de 
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(f) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1688 o 1689 y tienen una longitud de 26, 27, 28, 29 o 30 5
nucleótidos; o

(g) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1704 a 1706 y tienen una longitud de 
25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos,

(h) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1707 a 1709 y tienen una longitud de 
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o10

(i) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1710, 1713 a 1717 y tienen una 
longitud de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

Los oligonucleótidos aún más preferidos comprenden:

(a) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1679 a 1681, 1778, 1812, 1813, 1884 
a 1886, 1890 o 1891, y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o la SEQ ID NO: 1814 y que 15
tiene una longitud de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(b) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1688, 1689 o 1839 a 1844, y que tiene una longitud de 
26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(c) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1673 o 1674 y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 
29 o 30 nucleótidos; o20

(d) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1675 o 1676 y que tiene una longitud de 21, 22, 23, 24, 
25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(e) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1677 o 1678 y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 
29 o 30 nucleótidos; o

(f) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1684 a 1686 y que tiene una longitud 25
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(g) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1704 a 1706 y que tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos,

(h) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1707 a 1709 y que tiene una longitud 
de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o30

(i) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1710, 1713 a 1717 y que tiene una 
longitud de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos o

(j) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1815 a 1819 y que tiene una longitud 
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(k) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1820, 1824, y que tiene una longitud 35
de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(l) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1826, 1782, 1832 y que tiene una 
longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(m)la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1821, 1825, 1780 y que tiene una 
longitud de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o40

(n) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1822 y que tiene una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 
30 nucleótidos, o

(o) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1823, 1781, 1829, 1830, 1831 y que 
tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(p) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1783, 1833, 1834, 1835 y que tiene 45
una longitud de 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o
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(q) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1887 y que tiene una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 
30 nucleótidos, o

(r) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1888 o 1889 y que tiene una longitud 
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(s) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1827 y que tiene una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 5
27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(t) una secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1828 y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 
30 nucleótidos, o

(u) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1784, 1836 y que tiene una longitud 
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o10

(v) o la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1786, 1838 y que tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(w) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1780 y que tiene una longitud de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 
28, 29 o 30 nucleótidos, o

(x) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1785, 1837 y que tiene una longitud 15
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(y) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1845, 1846, 1847, 1848 y que tiene 
una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(z) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1849, 1850 y que tiene una longitud 
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o20

(a1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1787, 1851 y que tiene una longitud 
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(b1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1788, 1852, 1789, 1853 y que tiene 
una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(c1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1790, 1854, 1792, 1855 y que tiene 25
una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(d1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1794, 1861, 1795, 1862 y que tiene 
una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(e1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1796, 1863, 1797, 1864 y que tiene 
una longitud de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o30

(f1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1798, 1865, 1799, 1866 y que tiene 
una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(g1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1808, 1867, 1809, 1868, 1810, 1869, 
1858, 1873 y que tiene una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(h1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1811, 1870, 1859, 1874 y que tiene 35
una longitud de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(i1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1856, 1871, 1860, 1875 y que tiene 
una longitud de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(j1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1857, 1872 y que tiene una longitud 
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o40

(k1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEC ID NO: 1800, 1876, 1801, 1877 y que tiene 
una longitud de 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(l1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1802, 1878, 1803, 1879 y que tiene 
una longitud de 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(m1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1804, 1880 y que tiene una longitud 45
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o
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(n1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1805, 1881 y que tiene una longitud 
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(o1) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1806, 1882, 1807, 1883 y que tiene 
una longitud de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

El oligonucleótido según la invención, que comprende una secuencia, o consiste en una secuencia, como se define 5
mediante un número de SEQ ID, también pretende incluir un oligonucleótido que comprende la secuencia de bases 
base como se define en la SEQ ID. En la invención también se incluyen oligonucleótidos que tienen una cadena 
principal modificada (es decir, residuos de azúcar modificados y/o enlaces internucleósidos modificados) con respecto 
a los definidos por las SEQ ID. Cada base U en una SEQ ID NO de un oligonucleótido como se identifica en la presente 
memoria, puede modificarse o reemplazarse por una T.10

Composición

En un aspecto adicional, se proporciona una composición que comprende un oligonucleótido, como se describe en el 
apartado anterior titulado "Oligonucleótido". Preferiblemente, esta composición comprende, o consiste en, un 
oligonucleótido como se describe anteriormente. Una composición preferida comprende un monooligonucleótido, 
como se definió anteriormente. Por lo tanto, está claro que la omisión de al menos dicho primer y dicho segundo 15
exones se obtiene usando un monooligonucleótido y no usando un cóctel de oligonucleótidos distintos.

En una realización preferida, dicha composición es para su uso como un medicamento. Dicha composición es, por lo 
tanto, una composición farmacéutica. Una composición farmacéutica generalmente comprende un vehículo, diluyente 
y/o excipiente, farmacéuticamente aceptado. En una realización preferida, una composición de la presente invención 
comprende un compuesto como se define en la presente memoria y opcionalmente comprende además una 20
formulación, un material de relleno, un conservante, un solubilizante, un vehículo, un diluyente, un excipiente, una sal, 
un adyuvante y/o un disolvente, farmacéuticamente aceptable. Dicho vehículo, material de relleno, conservante, 
solubilizante, diluyente, sal, adyuvante, disolvente y/o excipiente, farmacéuticamente aceptable, se puede encontrar, 
por ejemplo, en Remington. El compuesto como se describe en la invención, posee al menos un grupo ionizable. Un 
grupo ionizable puede ser una base o un ácido, y puede estar cargado o ser neutro. Un grupo ionizable puede estar 25
presente como un par de iones con un contraión apropiado que lleva una o más cargas opuestas. Son ejemplos de 
contraiones catiónicos, el sodio, potasio, cesio, Tris, litio, calcio, magnesio, trialquilamonio, trietilamonio y 
tetraalquilamonio. Son ejemplos de contraiones aniónicos, el cloruro, bromuro, yoduro, lactato, mesilato, acetato, 
trifluoroacetato, dicloroacetato y citrato. Se han descrito ejemplos de contraiones (Kumar L.). Por lo tanto, en una 
realización preferida, un oligonucleótido de la invención se pone en contacto con una composición que comprende 30
dichos grupos ionizables, preferiblemente Ca2+, para formar un complejo de quelato de oligonucleótido que comprende 
dos o más oligonucleótidos idénticos ligados por dicho catión multivalente como ya se ha definido en la presente 
memoria.

Adicionalmente, puede formularse una composición farmacéutica para ayudar a mejorar la estabilidad, solubilidad, 
absorción, biodisponibilidad, farmacocinética y captación celular de dicho compuesto, en particular formulaciones que 35
comprendan excipientes o conjugados que sean capaces de formar complejos, nanopartículas, micropartículas, 
nanotubos, nanogeles, hidrogeles, poloxámeros o plurónicos, polimerosomas, coloides, microburbujas, vesículas, 
micelas, lipoplejos y/o liposomas. Como ejemplos de nanopartículas se incluyen nanopartículas poliméricas, 
nanopartículas de oro, nanopartículas magnéticas, nanopartículas de sílice, nanopartículas lipídicas, partículas de
azúcar, nanopartículas proteicas y nanopartículas peptídicas.40

Una composición preferida comprende al menos un excipiente que puede ayudar adicionalmente a mejorar el 
direccionamiento y/o suministro de dicha composición y/o dicho oligonucleótido dentro de un músculo y/o una célula. 
Una célula puede ser un miocito (célula muscular).

Otra composición preferida puede comprender al menos un excipiente catalogado como un segundo tipo de excipiente. 
Un segundo tipo de excipiente puede comprender o contener un grupo conjugado como se describe en la presente 45
memoria para mejorar el direccionamiento y/o suministro de la composición y/o del oligonucleótido de la invención a 
un tejido y/o célula y/o dentro de un tejido y/o una célula, como por ejemplo, una célula o un tejido muscular. Ambos 
tipos de excipientes se pueden combinar en una sola composición como se identifica en la presente memoria. En la 
parte dedicada a las definiciones, se describen grupos conjugados preferidos.

El experto en la técnica puede seleccionar, combinar y/o adaptar uno o más de los excipientes y sistemas de suministro 50
alternativos anteriores u otros para formular y suministrar un compuesto para su uso en la presente invención.

Dicha composición farmacéutica de la invención puede administrarse a un animal, preferiblemente un mamífero, a una 
concentración eficaz en tiempos establecidos. El mamífero más preferido es un ser humano. Un compuesto o una 
composición como se define en la presente memoria para su uso según la invención, puede ser adecuado para su 
administración directa in vivo a una célula, un tejido y/o un órgano de un individuo, preferiblemente dichos individuos 55
están afectados por, o en riesgo de desarrollar, DMB o DMD, y pueden recibir la administración directamente in vivo, 
ex vivo o in vitro. La administración puede realizarse por vía sistémica y/o parenteral, por ejemplo, intravenosa, 
subcutánea, intraventricular, intratecal, intramuscular, intranasal, enteral, intravítrea, intracerebral, epidural u oral. 
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Preferiblemente, dicha composición farmacéutica de la invención puede encapsularse en forma de una emulsión, 
suspensión, píldora, comprimido, cápsula o gel blando para administración oral, o en forma de aerosol o polvo seco 
para administración a las vías respiratorias y los pulmones.

En una realización, un compuesto de la invención puede usarse junto con otro compuesto que ya se sabe que se usa 
para el tratamiento de dicha enfermedad. Dichos otros compuestos pueden usarse para ralentizar la progresión de la 5
enfermedad, para reducir comportamientos o movimientos anómalos, para reducir la inflamación del tejido muscular, 
para mejorar la función, integridad y/o supervivencia de la fibra muscular y/o mejorar, aumentar o restablecer la función 
cardíaca. Son ejemplos, pero sin limitación, un esteroide, preferiblemente un (gluco)corticosteroide, un inhibidor de la 
ECA (preferiblemente perindopril), un bloqueador del receptor de angiotensina II tipo 1 (preferiblemente losartán), un 
inhibidor del factor alfa de necrosis tumoral (TNFα), un inhibidor de TGFβ (preferiblemente decorina), biglicano humano 10
recombinante, una fuente de mIGF-1, un inhibidor de miostatina, manosa-6-fosfato, un antioxidante, un inhibidor del 
canal iónico, un inhibidor de proteasa, un inhibidor de fosfodiesterasa (preferiblemente un inhibidor de PDE5, tal como 
sildenafil o tadalafil), L-arginina, bloqueadores de dopamina, amantadina, tetrabenazina y/o coenzima Q10. Este uso 
combinado puede ser un uso secuencial: cada componente se administra en una composición distinta. Como 
alternativa, cada compuesto puede usarse conjuntamente en una sola composición.15

Usos

En un aspecto adicional, se proporciona el uso de una composición o de un compuesto, como se describe en la 
presente memoria, para su uso como un medicamento o como parte de una terapia, o para aplicaciones en las que el 
compuesto ejerce su actividad de manera intracelular.

En una realización preferida, un compuesto o composición de la invención es para su uso como un medicamento, en 20
donde el medicamento es para prevenir, retrasar, mejorar y/o tratar una enfermedad como se define en la presente 
memoria, preferiblemente DMD o DMB.

Método para prevenir, retrasar, mejorar y/o tratar una enfermedad

En la descripción, se proporciona un método para prevenir, retrasar, mejorar y/o tratar una enfermedad como se define 
en la presente memoria, preferiblemente DMD o DMB. Dicha enfermedad puede prevenirse, tratarse, retrasarse o 25
mejorarse en un individuo, en una célula, en un tejido o en un órgano de dicho individuo. El método comprende 
administrar un oligonucleótido o una composición de la invención a dicho individuo o sujeto que lo necesite.

El método según la descripción, en donde un oligonucleótido o composición como se define en la presente memoria 
puede ser adecuado para la administración in vivo a una célula, un tejido y/o un órgano de un individuo, preferiblemente 
un individuo afectado por DMB o DMD o en riesgo de desarrollar dicha enfermedad, y puede administrarse in vivo, ex 30
vivo o in vitro. Un individuo o un sujeto necesitado es preferiblemente un mamífero, más preferiblemente un ser 
humano.

En los métodos de la descripción, una concentración de un oligonucleótido o composición varía de 0,01 nM a 1 µM. 
Más preferiblemente, la concentración utilizada es de 0,02 a 400 nM, o de 0,05 a 400 nM o de 0,1 a 400 nM, incluso 
más preferiblemente de 0,1 a 200 nM.35

Los intervalos de dosis de un oligonucleótido o composición según la invención, se diseñan preferiblemente basándose 
en estudios de intensificación de dosis en ensayos clínicos (uso in vivo) para los que existen requisitos protocolarios 
rigurosos. Se puede usar un oligonucleótido como se define en la presente memoria a una dosis que varía de 0,01 a 
200 mg/kg o de 0,05 a 100 mg/kg o de 0,1 a 50 mg/kg o de 0,1 a 20 mg/kg, preferiblemente de 0,5 a 10 mg/kg.

Los intervalos de concentración o dosis de un oligonucleótido o composición, como los indicados anteriormente, son 40
concentraciones o dosis preferidas para usos in vitro o ex vivo. El experto en la técnica comprenderá que, dependiendo 
de la identidad del oligonucleótido utilizado, de la célula diana a tratar, del gen diana y de sus niveles de expresión, 
del medio utilizado y de las condiciones de transfección e incubación, la concentración o dosis de dicho oligonucleótido 
usado puede variar adicionalmente y puede que tenga que optimizarse más.

Definiciones45

Como se sabe en la técnica, la "identidad de secuencia", es una relación entre dos o más secuencias de ácido nucleico 
(polinucleótido o nucleótido), según lo determinado al comparar las secuencias. En la técnica, el porcentaje de 
"identidad" o "similitud" indica el grado de relación de secuencia entre secuencias de ácido nucleico según lo 
determinado por la coincidencia entre cadenas de dichas secuencias. "Identidad" puede ser reemplazada por 
"similitud" en este documento. Preferiblemente, el porcentaje de identidad se determina comparando la SEQ ID NO 50
completa como se identifica en la memoria descriptiva. Sin embargo, también puede usarse parte de una secuencia. 
Parte de una secuencia en este contexto puede significar al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 
80 %, 90 % o 100 % de una secuencia o SEQ ID NO determinada.

La "identidad" y la "similitud" pueden calcularse fácilmente mediante métodos conocidos, incluidos, sin limitación, los 
descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; 55
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Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer 
Analysis of Sequence Data, Parte I, Griffin, A. M. y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence 
Analysis in Molecular Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer Gribskov, M. y 
Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48:1073 
(1988).5

Los métodos preferidos para determinar la identidad están diseñados para proporcionar la mayor coincidencia entre 
las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud están codificados en programas 
informáticos disponibles al público. Como métodos de programas informáticos preferidos para determinar la identidad 
y similitud entre dos secuencias se incluyen, p. ej., el paquete del programa GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids 
Research 12 (1):387 (1984)), BestFit y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). La familia de 10
programas BLAST 2.0 que se puede utilizar para búsquedas de similitud de bases de datos incluye, por ejemplo, 
BLASTN para secuencias de consulta de nucleótidos contra secuencias de bases de datos de nucleótidos. La familia 
de programas BLAST 2.0 están disponibles al público en el NCBI (Centro Nacional para la Información Biotecnológica) 
y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. 
Biol. 215:403-410 (1990)). El muy conocido algoritmo de Smith Waterman también puede usarse para determinar la 15
identidad.

Los parámetros preferidos para la comparación de ácidos nucleicos incluyen los siguientes: Algoritmo: Needleman y 
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); Matriz de comparación: coincidencias = + 10, emparejamiento erróneo = 0; 
Penalización por hueco: 50; Penalización por longitud de hueco: 3. Disponible como programa Gap de Genetics 
Computer Group, ubicado en Madison, Wis. Anteriormente se han proporcionado los parámetros predeterminados 20
para las comparaciones de ácido nucleico.

Otro método preferido para determinar la similitud y la identidad de secuencias es mediante el uso del algoritmo de 
Needleman-Wunsch (Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453, Kruskal, J. B. (1983) An 
overview of sequence comparison In D. Sankoff and J. B. Kruskal, (ed.), Time warps, string edits and macromolecules: 
the theory and practice of sequence comparison, págs. 1-44 Addison Wesley).25

Otro método preferido para determinar la similitud e identidad de secuencias es mediante el uso del programa 
EMBOSS Matcher y el algoritmo de Waterman-Eggert (alineación local de dos secuencias; [Schoniger y Waterman, 
Bulletin of Mathematical Biology 1992, Vol. 54 (4), págs. 521-536; Vingron y Waterman, J. Mol. Biol. 1994; 235(1), p1-
12.]). Se pueden usar los siguientes sitios web: http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/index.html or 
http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/matcher. Las definiciones de los parámetros utilizados en este 30
algoritmo se encuentran en el siguiente sitio web: http://emboss.sourceforge.net/docs/themes/AlignFormats.html#id.

Preferiblemente, se usan los ajustes predeterminados (Matriz: EDNAFULL, penalización por hueco: 16, penalización 
por extensión: 4). El programa Emboss Matcher proporciona los mejores alineamientos locales entre dos secuencias, 
pero también se proporcionan alineamientos alternativos. La Tabla 2 describe los mejores alineamientos locales entre 
dos exones diferentes, preferiblemente exones de distrofina, que se usan preferiblemente para el diseño de 35
oligonucleótidos. Sin embargo, también se pueden identificar alineamientos alternativos y, por lo tanto, regiones de 
identidad alternativas entre dos exones y utilizarlos para el diseño de oligonucleótidos, lo que también forma parte de 
esta invención.

A lo largo de la solicitud, las palabras "une", "dirige", "hibrida" podrían usarse indistintamente cuando se usan en el 
contexto de un oligonucleótido que es complementario inverso con respecto a una región de un pre-ARNm como se 40
identifica en la presente memoria. De manera similar, las expresiones "puede unirse", "puede dirigirse" y "puede 
hibridarse", pueden utilizarse indistintamente para indicar que un oligonucleótido tiene una secuencia determinada que 
permite la unión con, el direccionamiento a, o la hibridación con, una secuencia diana. Siempre que en la presente 
memoria se defina una secuencia diana o una secuencia conocida en la técnica, el experto en la técnica puede 
construir todas las estructuras posibles de dicho oligonucleótido, utilizando el concepto de complementariedad inversa. 45
A este respecto, se entenderá que, entre el oligonucleótido de la invención y las secuencias diana en el primer y/o 
segundo exón, es permisible un número limitado de emparejamientos erróneos o huecos en la secuencia, siempre 
que la unión no se vea afectada, como se indicó anteriormente. Por tanto, un oligonucleótido que puede unirse a una 
secuencia diana determinada, puede considerarse como un oligonucleótido que es complementario inverso con 
respecto a esa secuencia diana. En el contexto de la invención, "se hibrida" o "puede hibridarse" se utiliza en 50
condiciones fisiológicas en una célula, preferiblemente una célula humana a menos que se indique lo contrario.

Como se emplea en esta memoria, "hibridación" se refiere al emparejamiento de compuestos oligoméricos 
complementarios (p. ej., un compuesto antisentido y su ácido nucleico diana). Si bien no se limita a un mecanismo 
particular, el mecanismo más habitual de emparejamiento implica enlaces de hidrógeno, que pueden ser enlaces de 
hidrógeno de Watson y Crick, de Hoogsteen o de Hoogsteen inversos, entre bases complementarias de nucleósidos 55
o nucleótidos (nucleobases). Por ejemplo, la base natural adenina es nucleobase complementaria a las nucleobases 
naturales timina, 5-metiluracilo y uracilo que se emparejan a través de la formación de enlaces de hidrógeno. La base 
natural guanina es una nucleobase complementaria a las bases naturales citosina y 5-metilcitosina. La hibridación 
puede producirse bajo diversas circunstancias.
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De manera similar, la "complementariedad inversa" se utiliza para identificar dos secuencias de nucleótidos que 
pueden hibridarse entre sí, aunque una de las secuencias está orientada de 3' a 5' y la otra en la dirección inversa, es 
decir, de 5 'a 3'. Por tanto, un nucleósido A en una primera secuencia de nucleótidos puede emparejarse con un 
nucleósido A* en una segunda secuencia de nucleótidos, a través de sus respectivas nucleobases, y un nucleósido B, 
localizado en la posición 5' del nucleósido A mencionado anteriormente en la primera secuencia de nucleótidos, puede 5
emparejarse con un nucleósido B*, que se localiza en la posición 3' del nucleósido A* mencionado anteriormente en 
la segunda secuencia de nucleótidos. En el contexto de la presente invención, la primera secuencia de nucleótidos es 
normalmente un oligonucleótido de la invención, y la segunda secuencia de nucleótidos parte de un exón de un pre-
ARNm, preferiblemente el pre-ARNm de distrofina. Se dice que, un oligonucleótido es, preferiblemente, inversamente 
complementario a una región de un exón (primer y/o segundo exón) cuando dicho oligonucleótido es al menos 45, 50, 10
55, 60, 65 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 % inverso complementario con dicha región de dicho primer y/o segundo exón. 
Preferiblemente, la complementariedad inversa es al menos de 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 %.

Dentro del contexto de la invención, los excipientes incluyen polímeros (p. ej., polietilenimina (PEI), polipropilenimina 
(PPI), derivados de dextrano, butilcianoacrilato (PBCA), hexilcianoacrilato (PHCA), poli(ácido láctico-co-glicólico) 
(PLGA), poliaminas (p. ej., espermina, espermidina, putrescina, cadaverina), quitosano, poli(amido aminas) (PAMAM), 15
poli(éster amina), éter polivinílico, polivinilpirrolidona (PVP), ciclodextrinas de polietilenglicol (PEG), ácido hialurónico, 
ácido colomínico y sus derivados), dendrímeros (p. ej., poli(amidoamina)), lípidos {p. ej., 1, 2-dioleoil-3-dimetilamonio 
propano (DODAP), cloruro de dioleoildimetilamonio (DODAC), derivados de fosfatidilcolina [p. ej., 1, 2-diestearoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DSPC)], derivados de lisofosfatidilcolina [p. ej., 1-estearoil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina (S-
LysoPC)], esfingomielina, 2- 3-[Bis-(3-amino-propil)-amino]-propilamino}-N-ditetracedil carbamoil metilacetamida 20
(RPR209120), derivados de fosfoglicerol [p. ej., sal sódica de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (DPPG-Na), 
derivados del ácido fosfaticídico sal sódica del [ácido 1, 2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfaticídico, (DSPA), derivados de 
fosfatidiletanolamina [p. ej., dioleoil--fosfatidiletanolamina (DOPE), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina 
(DSPE), 2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPhyPE),], N-[1-(2, 3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N- trimetilamonio 
(DOTAP), N-[1-(2, 3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), 1,3-di-oleoiloxi-2-(6-carboxi-espermil)-25
propilamida (DOSPER), (1, 2-dimiristiolxipropil-3-dimetilhidroxietilamonio (DMRIE), (N1-colesteriloxicarbonil-3, 7-
diazanonano-1, 9-diamina (CDAN), bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol-3-
fosfocolina (POPC), (trihidrocloruro de N-palmitil-N-oleilamida del ácido b-L-arginil-2,3-L-diaminopropiónico 
(AtuFECT01), derivados de N,N-dimetil-3-aminopropano [p. ej., 1,2-distearoiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano 
(DSDMA), 1,2-dioleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano (DoDMA), 1,2-dilinoleiloxi-N,N-3-dimetilaminopropano 30
(DLinDMA), 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminometil [1, 3]-dioxolano (DLin-K-DMA), derivados de fosfatidilserina [1,2-dioleil-
sn-glicero-3-fosfo-L-serina, sal de sodio (DOPS)], colesterol}, proteínas (p. ej., albúmina, gelatinas, atelocolágeno) y 
péptidos (p. ej., protamina, PepFects, NickFects, poliarginina, polilisina, CADY, MPG).

Dentro del contexto de la invención, los grupos conjugados se seleccionan del grupo que consiste en residuos de 
direccionamiento, residuos que mejoran la estabilidad, residuos que mejoran la absorción, residuos que mejoran la 35
solubilidad, residuos que mejoran la farmacocinética, residuos que mejoran la farmacodinámica, residuos que mejoran 
la actividad, moléculas y fármacos indicadores, en donde estos residuos pueden ser péptidos, proteínas, hidratos de 
carbono, polímeros, derivados de etilenglicol, vitaminas, lípidos, residuos de polifluoroalquilo, esteroides, colesterol, 
residuos fluorescentes y residuos marcados radiactivamente. Opcionalmente, los grupos conjugados pueden 
protegerse y pueden conectarse directamente a un oligonucleótido de la invención o a través de un enlazador divalente 40
o multivalente.

Los grupos conjugados incluyen residuos que mejoran el direccionamiento, la absorción, la solubilidad, la actividad, la 
farmacodinámica, la farmacocinética, o que disminuyen la toxicidad. Como ejemplos de dichos grupos se incluyen 
péptidos (p. ej., glutatión, poliarginina, péptidos RXR (véase, p. ej., Antimicrob. Agents Chemother. 2009, 53, 525), 
poliornitina, TAT, TP10, pAntp, polilisina, NLS, penetratina, MSP, ASSLNIA, MPG, CADY, Pep-1, Pip, SAP, SAP(E), 45
Transportan, buforina II, polimixina B, histatina, CPP5, NickFects, PepFects), vivo portadores, proteínas (p. ej.
anticuerpos, avidina, Ig, transferrina, albúmina), hidratos de carbono (p. ej. glucosa, galactosa, manosa, maltosa, 
maltotriosa, ribosa, trehalosa, glucosamina, N-acetilglucosamina, lactosa, sacarosa, fucosa, arabinosa, talosa, ácido 
siálico, ácido hialurónico, ácido neuramidínico, ramnosa, quinovosa, galactosamina, N-acetilgalactosamina, xilosa, 
lixosa, fructosa, manosa-6-fosfato, 2-desoxirribosa, glucal, celulobiosa, quitobiosa, quitotriosa), polímeros (p. ej.,50
polietilenglicol, polietilenimina, ácido poliláctico, poli(amidoamina)), derivados de etilenglicol (p. ej., trietilenglicol, 
tetraetilenglicol), vitaminas hidrosolubles (p. ej. vitamina B, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, C), vitaminas liposolubles 
(p. ej., vitamina A, D, D2, D3, E, K1, K2, K3), lípidos (p. ej., palmitilo, miristilo, oleilo, estearilo, batilo, glicerofosfolípido, 
glicerolípido, esfingolípido, ceramida, cerebrósido, esfingosina, esterol, prenol, erucilo, araquidonilo, linoleilo, linolenilo, 
araquidilo, butirilo, sapeinilo, elaidilo, laurilo, behenilo, nonilo, decilo, undecilo, octilo, heptilo, hexilo, pentilo, DOPE, 55
DOTAP, terpenilo, diterpenoide, triterpernoide), residuos de polifluoroalquilo (p. ej., perfluoro[1H, 1H, 2H, 2H]-alquilo), 
fármacos autorizados de PM < 1500 Da que tienen afinidad por proteínas específicas (p. ej., AINE (antiinflamatorios 
no esteroideos) tales como ibuprofeno (se describen más en la patente de Estados Unidos 6 656 730), antidepresivos, 
antivíricos, antibióticos, agentes alquilantes, amebicidas, analgésicos, andrógenos, inhibidores de ECA (enzima 
convertidora de angiotensina), anorexígenos, antiácidos, antihelmínticos, antiangiogénicos, antiadrenérgicos, 60
antianginales, anticolinérgicos, anticoagulantes, anticonvulsivos, antidiabéticos, antidiarreicos, antidiuréticos, 
antídotos, antifúngicos, antieméticos, antivértigo, antigotosos, antigonadotrópicos, antihistamínicos, 
antihiperlipidémicos, antihipertensivos, antimaláricos, antimigrañosos, antineoplásicos, antipsicóticos, antirreumáticos, 
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antitiroideos, antitoxinas, antitusivos, ansiolíticos, anticonceptivos, estimulantes del SNC, quelantes, agentes 
cardiovasculares, descongestionantes, agentes dermatológicos, diuréticos, expectorantes, agentes de diagnóstico, 
agentes gastrointestinales, anestésicos, glucocorticoides, antiarrítmicos, inmunoestimulantes, inmunosupresores, 
laxantes, leprostáticos, agentes metabólicos, agentes respiratorios, mucolíticos, relajantes musculares, 
neutracéuticos, vasodilatadores, trombolíticos, uterotónicos, vasopresores), compuestos naturales de PM < 2000 Da 5
(p. ej., antibióticos, eicosanoides, alcaloides, flavonoides, terpenoides, cofactores enzimáticos, policétidos), esteroides 
(p. ej., prednisona, prednisolona, dexametasona, lanosterol, ácido cólico, estrano, androstano, pregnano, colano, 
colestano, ergosterol, colesterol, cortisol, cortisona, deflazacort), triterpenoides pentacíclicos (p. ej., ácido 18β-
glicirretínico, ácido ursólico, amirina, carbenoloxona, enoxolona, acetoxolona, ácido betulínico, ácido asiático, 
eritrodiol, ácido oleanólico), poliaminas (p. ej., espermina, espermidina, putrescina, cadaverina), residuos 10
fluorescentes (p. ej., FAM, carboxifluoresceína, FITC, TAMRA, JOE, HEX, TET, rodamina, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, 
CW800, BODIPY, AlexaFluors, Dabcilo, DNP), moléculas indicadoras (p. ej., acridinas, biotina, digoxigenina, residuos 
marcados con (radio)isótopos (p. ej., con 2H, 13C, 14C, 15N, 18O, 18F, 32P, 35S, 57Co, 99mTc, 123I, 125I, 131I, 153Gd)) y 
combinaciones de los mismos. Dichos grupos conjugados pueden estar conectados directamente a los compuestos 
de la invención, o a través de enlazador. Este enlazador puede ser divalente (produciendo un conjugado 1: 1) o 15
multivalente, produciendo un oligómero con más de un grupo conjugado. En la técnica se conocen procedimientos 
para acoplar dicho grupo conjugado, ya sea directamente o a través de un enlazador, al oligómero según la invención. 
También en el contexto de la invención se incluye el uso de nanopartículas con las que los oligonucleótidos de la 
invención están unidos de manera covalente, hasta tal punto que dicha construcciones se denominan ácidos nucleicos 
esféricos (ANE), como se describe, por ejemplo, en J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 12192 (Hurst et al.).20

En este documento, y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no 
limitativo para dar a entender que los elementos que siguen a la palabra están incluidos, pero los artículos no 
mencionados específicamente no están excluidos. Además, el verbo "consistir" puede reemplazarse por "consistir 
esencialmente en" que significa que un oligonucleótido o una composición, como se define en la presente memoria, 
puede comprender uno o más componentes adicionales que los identificados específicamente, no alterando dicho uno 25
o más componentes adicionales la característica exclusiva de la invención. Además, la referencia a un elemento por 
el artículo indefinido "un" o "uno/a" no excluye la posibilidad de que haya más de uno de los elementos, a menos que 
el contexto requiera claramente que haya uno y solo uno de los elementos. El artículo indefinido "un" o "uno/a" 
generalmente significa "al menos uno/a".

Cuando la palabra "alrededor" o "aproximadamente" se usa junto con un valor numérico (alrededor de 10) significa 30
preferiblemente que el valor puede ser el valor dado de 10 más o menos el 1 % del valor.

Cada realización identificada en la presente memoria se puede combinar entre sí a menos que se indique lo contrario.

Los siguientes ejemplos se ofrecen solo con fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la presente invención 
de ninguna manera.

Ejemplos35

Tablas 1-3

Tabla 1. Lista de posibles combinaciones de exones en la transcripción del gen DMD, para las cuales el exón U 
(cadena arriba) tiene un marco abierto de lectura continuo con el exón D (cadena abajo) si los exones U+1 (un primer 
exón) a D-1 (un segundo exón), y cualquier exón entre ellos, se eliminan de la transcripción.

Primer 
exón ('U')

Segundo exón ('D')

1 8, 20, 22, 51, 53, 59, 62, 64, 65, 67, 76, 79

2 5, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 
39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

3 6, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 
40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

4 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 
40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

5 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 
40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

6 12, 18, 44, 46, 55, 57, 63, 66, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

7 20, 22, 51, 53, 59, 62, 64, 65, 67, 76, 79

8 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 
42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

9 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 
43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70
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Primer 
exón ('U')

Segundo exón ('D')

10 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 
43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

11 18, 44, 46, 55, 57, 63, 66, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

12 15, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 
47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

13 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 
49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

14 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 
50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

15 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 
52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

16 19, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 
52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

17 44, 46, 55, 57, 63, 66, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

18 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 
54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

19 22, 51, 53, 59, 62, 64, 65, 67, 76, 79

20 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 
56, 58, 60, 61, 68, 70

21 51, 53, 59, 62, 64, 65, 67, 76, 79

22 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 
60, 61, 68, 70

23 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 
61, 68, 70

24 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 
68, 70

25 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 
70

26 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

27 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

28 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

29 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

30 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

31 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

32 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

33 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

34 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

35 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

36 39, 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

37 40, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

38 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

39 42, 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

40 43, 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

41 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

42 45, 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

43 46, 55, 57, 63, 66, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

44 47, 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

45 55, 57, 63, 66, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

46 49, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

47 50, 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

48 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70
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Primer 
exón ('U')

Segundo exón ('D')

49 52, 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

50 53, 59, 62, 64, 65, 67, 76

51 54, 56, 58, 60, 61, 68, 70

52 59, 62, 64, 65, 67, 76

53 56, 58, 60, 61, 68, 70

54 57, 63, 66, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

55 58, 60, 61, 68, 70

56 63, 66, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

57 60, 61, 68, 70

58 62, 64, 65, 67, 76, 79

59 68, 70

60 68, 70

61 64, 65, 67, 76, 79

62 66, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

63 67, 76, 79

64 67, 76, 79

65 69, 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

66 76, 79

67 70

68 71, 72, 73, 74, 75, 77, 78

70 73, 74, 75, 77, 78

71 74, 75, 77, 78

72 75, 77, 78

73 77, 78

74 77, 78

Tabla 2. Lista de regiones de exones: tramos de secuencia con identidad o similitud de secuencia (parcialmente) alta 
(al menos 50 %) entre dos exones de distrofina diferentes, identificados como el mejor alineamiento por pares con la 
herramienta EMBOSS Matcher usando ajustes predeterminados (Matriz: EDNAFULL, penalización por hueco: 16, 
penalización por extensión: 4) (http://www.ebi.ac.uk/tools/psa/emboss_matcher/nucleotide.html). La omisión de estos 
exones, y preferiblemente de cualquier exón entre ellos, daría como resultado una transcripción de DMD en marco 5
(como en la Tabla 1)
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Tabla 3. Lista de secuencias de bases preferidas de los oligonucleótidos según la invención. Los oligonucleótidos que
comprenden estas secuencias de bases son capaces de unirse a regiones sumamente similares (tramos de secuencia 
con una identidad >50 %) en dos exones de DMD diferentes (como se ilustra en la Tabla 2), y son capaces de inducir 
la omisión de estos dos exones y de cualquier exón entre ellos, para generar una transcripción de DMD en marco.

Compuesto Secuencia* SEQ ID NO

Primer exón 8 - Segundo exón 19

PS830 1671

1672

1722

1723

Primer exón 9 - Segundo exón 22

1724

1725

Primer exón 9 - Segundo exón 30

1726

1727

1728

1729

Primer exón 10 - Segundo exón 13, 14, 15, 18, 20, 27, 30, 31, 32, 35, 42, 44, 47, 48, 55, 57 o 60

PS811 1673

1674

PS814 1675

1676

PS815 1677

1678

PS816 1679

1680

PS1168 1681

PS1050 1682

1683

PS1059 1684

PS1138 1685

PS1170 1686

1687

PS1016 1688

1689

1690

1691

1692

1693

1694

1695

1696

1697

Primer exón 23 - Segundo exón 42

1698

1699

1700

1701

1702

1703

ES 2 758 982 T3

 



179

(continuación)

Compuesto Secuencia* SEQ ID NO

Primer exón 45 - Segundo exón 51

1730

1731

Primer exón 45 - Segundo exón 53

1732

1733

1734

1735

1736

1737

Primer exón 45 - Segundo exón 55

1704

1705

PS1185 1706

PS1186 1707

1708

1709

PS1187 1710

1711

1712

PS1188 1713

1714

1715

1716

1717

1718

1719

Primer exón 45 - Segundo exón 60

1738

1739

1740

1741

Primer exón 56 - Segundo exón 60

1720

1721

*D = 2, 6-diaminopurina; C = 5-metilcitosina; X = C o 5-metilcitosina, Y = U o 5-metiluracilo; Z = A o 2, 6-
diaminopurina
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Ejemplos 1-5 Materiales y métodos

El diseño de los oligonucleótidos se basó principalmente en la complementariedad inversa con respecto a tramos de 
secuencia específicos, sumamente similares en dos exones de DMD diferentes, según lo identificado por EMBOSS 
Matcher y como se describe en la Tabla 2. Otros parámetros de secuencia que se tuvieron en cuenta fueron la 
presencia de estructuras secundarias de ARN parcialmente abiertas/cerradas en dichos tramos de secuencia (según 5
lo esperado usando la estructura de ARN, versión 4.5 o el programa Mfold para ARN, versión 3.5 (Zuker, M.) y/o la 
presencia de supuestos sitios de unión a proteína SR en dichos tramos de secuencia (según lo esperado usando el 
programa informático ESE-finder (Cartegni L, et al. 2002 y Cartegni L, et al, 2003). Todos los OAS se sintetizaron en 
Prosensa Therapeutics BV (Leiden, Países Bajos) o se obtuvieron de una fuente comercial (ChemGenes, US) y 
contienen cadenas principales de ARN 2'-O-metilo y fosforotioato (PS) de longitud completa. Todos los 10
oligonucleótidos fueron ARN de 2'-O-metil fosforotioato y se sintetizaron en una escala de 10 µmol usando un 
sintetizador OP-10 (GE/ÄKTA Oligopilot), a través de protocolos estándar de fosforamidita. Los oligonucleótidos se 
escindieron y desprotegieron en una secuencia de dos etapas (DIEA seguido de tratamiento con NH4OH conc.), se 
purificaron mediante HPLC y se disolvieron en agua y se añadió un exceso de NaCl para el intercambio de iones. 
Después de la evaporación, los compuestos se redisolvieron en agua, se desalinizaron mediante FPLC y se liofilizaron.15
La espectrometría de masas confirmó la identidad de todos los compuestos, y la pureza (determinada media UPLC) 
se consideró aceptable para todos los compuestos (> 80 %). Para los experimentos in vitro descritos en la presente 
memoria, se prepararon soluciones de trabajo 50 µM de los OAS en tampón fosfato (pH 7,0).

Cultivo de tejidos, transfección y análisis mediante RT-PCR

Se transfectaron miocitos sanos humanos diferenciados de control (miotubos) en placas de 6 pocillos a una 20
concentración estándar de OAS de 400 nM, según procedimientos operativos estándar no GLP (siglas del inglés Good 
Laboratory Practice, prácticas correctas de laboratorio). Para la transfección, se usó polietilenimina (ExGen500; 
Fermentas Países Bajos) (2 µl por µg de OAS, en NaCl 0,15 M). Los procedimientos de transfección mencionados 
anteriormente se adaptaron de los materiales y métodos previamente comunicados (Aartsma-Rus A., et al., 2003). 
Veinticuatro horas después de la transfección, el ARN se aisló y analizó mediante RT-PCR. Brevemente, para generar 25
ADNc, en la reacción de transcriptasa inversa (RT, reverse transcriptase), se usó una mezcla aleatoria de hexámeros 
(1,6 µg/µl; Roche Países Bajos) en 500-1000 ng de ARN de entrada. Posteriormente, en cada muestra, se realizó un 
análisis de PCR en 3 µl de ADNc y se incluyó una PCR inicial y anidada usando cebadores específicos del gen de 
DMD (véanse las Tablas 4 y 5). El aislamiento de ARN y el análisis de RT-PCR se realizaron según procedimientos 
operativos estándar no GLP adaptados de materiales y métodos previamente comunicados (Aartsma-Rus A., et al., 30
2002; y Aartsma-Rus A., et al. 2003). Los productos de RT-PCR se analizaron por electroforesis en gel (geles de 
agarosa al 2 %). Los fragmentos de RT-PCR resultantes se cuantificaron mediante análisis de ADN labochip (Lab-on-
a-Chip) (Agilent Technologies USA; DNA 7500 LabChips). Los datos se procesaron con el programa informático 
"Agilent 2100 Bioanalyzer" y Excel 2007. La relación de los productos de transcripción más pequeños (que contenían 
la omisión multiexónica esperada) se evaluó con respecto a la cantidad total de productos de transcripción (que 35
representan las eficacias de omisión en porcentajes), y se comparó directamente con la de las células no 
transfectadas. Los fragmentos de PCR también se aislaron de geles de agarosa (kit de extracción en gel QIAquick, 
Qiagen Países Bajos) para la verificación de las secuencias (secuenciación de Sanger, BaseClear, Países Bajos).

Tabla 4. Conjuntos de cebadores de PCR utilizados para detectar la omisión de los exones diana

Exones Diana 1ª PCR 2ª PCR

cebador directo cebador 
inverso

cebador 
directo

cebador inverso

10 a 18 h7f h20r h8f h19r

10 a 30 h7f h32r h8f h31r

10 a 47 h8f h50r h9f h49r

10 a 57 h8f h64r h9f h63r2

45 a 55 h43f2 h57r h44f h56r

Tabla 5. Secuencias de los cebadores40

ID del cebador Secuencia (5' --> 3')
h7f agtcagccacacaacgactg
h8f caaggccacctaaagtgactaaa
h9f gagctatgcctacacacagg
h43f2 cctgtggaaagggtgaagc
h44f gcgatttgacagatctgttg
h19r gcatcttgcagttttctgaac
h20r actggcagaattcgatccac
h31r tgtgcaacatcaatctgagac
h32r tagacgctgctcaaaattgg
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(continuación)
ID del cebador Secuencia (5' --> 3')
h49r cactggctgagtggctgg
h50r tcagtccaggagctaggtc
h56r cgtctttgtaacaggactgc
h57r tctgaactgctggaaagtcg
h63r2 gagctctgtcattttgggatg
h64r gggccttctgcagtcttcgga
(SEQ ID NO:1745-1759)

Resultados

Ejemplo 1. Direccionamiento del tramo de secuencia con alta similitud en los exones 10 y 18 con los OAS en 
sitios diferentes.

Basándose en un tramo de secuencia sumamente similar (63 %) en los exones 10 (SEQ ID NO: 109) y 18 (SEQ ID 5
NO: 110), se diseñó una serie de OAS dispersos sobre dicho tramo de secuencia, 100 % complementario inverso con 
respecto al exón 10 (PS814; SEQ ID NO:1675, PS815; SEQ ID NO:1677, PS816; SEQ ID NO: 1679) o al exón 18 
(PS811; SEQ ID NO:1673). Después de la transfección en cultivos de miotubos de control de ser humano sano, el 
análisis por RT-PCR demostró que los cuatro OAS podían inducir la omisión del exón 10 al 18 (confirmado por análisis 
de secuencia) (Fig. 1). PS811 y PS816 tenían los porcentajes de complementariedad inversa más altos con ambos 10
exones (Fig. 1B) y fueron más eficaces con eficacias de omisión del exón 10 al 18 de 70 % y 66 % respectivamente 
(Fig. 1C). PS814 fue el menos eficaz, lo cual puede haber sido intrínseco a su localización y/o longitud más corta (21 
frente a 25 nucleótidos) y, por lo tanto, menor afinidad o estabilidad de unión. En las células no tratadas (NT), no se 
observó omisión del exón 10 al 18. Estos resultados fueron sumamente reproducibles (omisión del exón 10 al 18 por 
PS816 en 20/20 transfecciones diferentes) y demuestran que la omisión de un tramo multiexónico del exón 10 al 18 15
es factible utilizando un mono OAS (oligonucleótido antisentido) que pueda unirse a los exones 10 y 18, en una región 
con alta similitud de secuencia (63 %), y que puede inducir la omisión de estos exones y de todos los exones entre 
ellos. Aunque en esta región de transcripción, se pueden obtener fragmentos adicionales de omisión multiexónica, en 
todos los experimentos, la transcripción resultante en la que el exón 9 se cortó y empalmó directamente con el 19 (una 
transcripción en marco), fue la más abundante.20

Ejemplo 2. Direccionamiento del tramo de secuencia con alta similitud en el exón 10 y 18 con OAS de diferentes 
longitudes.

Dentro del tramo de secuencia sumamente similar en los exones 10 (SEQ ID NO: 109) y 18 (SEQ ID NO: 110) se 
evaluó el efecto de los OAS con diferentes longitudes para identificar la longitud mínima más eficaz. Después de la 
transfección de PS816 (un oligómero de 25 meros; SEQ ID NO:1679, PS1059 (un oligómero de 21 meros; SEQ ID 25
NO: 1684) o PS1050 (un oligómero de 15 meros; SEQ ID NO: 1682) en miocitos humanos sanos de control (es decir, 
miotubos diferenciados), el análisis de RT-PCR demostró que los tres OAS podían inducir la omisión del exón 10 al 
18 (confirmado por análisis de secuencia) (Fig. 2A, B). PS816 y PS1059 fueron más eficaces (68 % y 79 % 
respectivamente). La PS1050 más corta fue menos eficaz (25 %). En las células no tratadas (NT), no se observó 
omisión del exón 10 al 18. Estos resultados indican que la omisión de un tramo multiexónico del exón 10 al 18, es 30
factible usando los OAS de 15, 21 y 25 nucleótidos. Se espera que los OAS de mayor longitud también funcionen. El 
PS1059 de 21 meros, el candidato de menor longitud, fue el más eficaz. El PS1050 de 15 meros fue menos eficaz, lo 
que puede haber sido intrínseco a su reducida complementariedad inversa con respecto al exón 18 (47 %; Fig. 2B) 
y/o estabilidad o afinidad de unión reducida al ARN diana. Se pueden requerir modificaciones de bases para mejorar 
la Tf y, por lo tanto, la afinidad de unión o la estabilidad del dúplex, de 15 meros para mejorar su bioactividad. En este 35
experimento, el producto de transcripción resultante más abundante fue nuevamente aquel en el que el exón 9 se 
cortó y empalmó directamente con el 19 (una transcripción en marco).

Ejemplo 3. Direccionamiento del tramo de secuencia con alta similitud en los exones 10 y 18 con los OAS con 
química de bases modificada

Las características particulares de característica química de OAS elegida, influyen, al menos en parte, en el suministro 40
de un OAS en la transcripción diana: vía de administración, bioestabilidad, biodistribución, distribución intratisular y 
captación y tránsito celular. Además, la optimización adicional de las características químicas de oligonucleótidos está 
concebida para mejorar la estabilidad y la afinidad de unión, mejorar la actividad, mejorar la seguridad y/o reducir el 
coste de productos reduciendo la longitud o mejorando los procedimientos de síntesis y/o purificación. Dentro del 
tramo de secuencia sumamente similar en los exones 10 (SEQ ID NO: 109) y 18 (SEQ ID NO: 110) en la presente 45
memoria se evaluó el efecto de los OAS de ARN 2'-O-metilo con diferentes bases modificadas (tales como pirimidinas 
y 2, 6-diaminopurinas 5-sustituidas). Después de la transfección de PS816 (un OAS de ARN con 2'-O-metilo regular; 
SEQ ID NO:1679, PS1168 (PS816 pero con todas las Aes reemplazadas por 2, 6-diaminopurinas; SEQ ID NO:1681, 
PS1059 (un OAS de ARN con 2'-O-metilfosforotioato regular; SEQ ID NO:1684, PS1138 (PS1059 pero con todas las 
Ces reemplazadas por 5-metilcitosinas; SEQ ID NO: 1685) o PS1170 (PS1059 pero con todas las Aes reemplazadas 50
por 2, 6-diaminopurinas; SEQ ID NO: 1686) (Fig. 3B) en miocitos humanos sanos de control (es decir, miotubos 
diferenciados), El análisis de RT-PCR demostró que los cinco OAS eran capaces de inducir la omisión del exón 10 al 

ES 2 758 982 T3

 



189

18 (confirmado por análisis de secuencia) (Fig. 3). PS816 fue el más eficaz (88 %). Aunque en estas secuencias 
particulares, las modificaciones de bases no mejoraron mucho más la bioactividad, pueden tener un efecto más 
positivo sobre la biodistribución, estabilidad y/o seguridad, de tal manera que los compuestos menos eficaces siguen 
siendo favoritos para el desarrollo clínico. Estos resultados indican que la omisión de un tramo multiexónico del exón 
10 al 18 es factible utilizando OAS con bases modificadas. En este experimento, el producto de transcripción resultante 5
más abundante fue nuevamente aquel en el que el exón 9 se cortó y empalmó directamente con el 19 (una 
transcripción en marco).

Ejemplo 4. PS816 induce la omisión de otros tramos multiexónicos en marco

El tramo de secuencia sumamente similar en los exones 10 (SEQ ID NO: 109) y 18 (SEQ ID NO: 110) también está 
(parcialmente) presente en los exones 30 (SEQ ID NO: 128), 31 (SEQ ID NO: 130), 32 (SEQ ID NO: 132), 42 (SEQ ID 10
NO: 152), 47 (SEQ ID NO: 158), 48 (SEQ ID NO: 160), 57 (SEQ ID NO: 170) y 60 (SEQ ID NO: 174) (Fig. 4A, B, Tabla 
2). Por lo tanto, en la presente memoria nos centramos en la detección de diferentes omisiones de tramo multiexónico 
después de la transfección de PS816 (SEQ ID NO: 1679) 400 nM. Para esta finalidad usamos diferentes conjuntos de 
cebadores (Tabla 4 y 5). De hecho, con el análisis de RT-PCR, observamos la omisión del exón 10 al 30, exón 10 al 
42, exón 10 al 47, exón 10 al 57 y/o del exón 10 al 60 en marco en múltiples experimentos (confirmado por análisis de 15
secuencia), que no se observó en células no tratadas. Como ejemplo, la figura 4C muestra la omisión del exón 10 al 
18, del exón 10 al 30 y del exón 10 al 47, inducida por PS816. A pesar de sucesos adicionales de omisión multiexónica 
(ya sea en marco o fuera de marco), la transcripción resultante en la que el exón 9 se cortó y empalmó directamente 
con el 19 (una transcripción en marco), fue la más reproducible y pareció ser la más abundante en todos los 
experimentos. Estos resultados confirman que se puede inducir la omisión multiexónica a través del gen de DMD 20
usando un mono OAS que pueda unirse a un tramo de secuencia que sea sumamente similar entre dos exones 
diferentes y que pueda inducir la omisión de estos exones y de todos los exones entre ellos, para generar una 
transcripción de DMD en marco.

Ejemplo 5. Direccionamiento de un tramo de secuencia con alta similitud en los exones 45 y 55 con OAS con 
características químicas de bases modificadas.25

Basándose en un tramo de secuencia sumamente similar (80 %) en los exones 45 (SEQ ID NO: 1571) y 55 (SEQ ID 
NO: 1572), se diseñó una serie de OAS dispersos sobre dicho tramo de secuencia, 100 % complementario inverso 
con respecto al exón 45 (PS1185; SEQ ID NO:1706, PS1186; SEQ ID NO: 1707) o 96 % con respecto al exón 55 (con 
un emparejamiento erróneo) (PS1188; SEQ ID NO: 1713) (Fig. 5A). En los tres OAS, las Aes se reemplazaron por 2, 
6-diaminopurinas. Después de la transfección en cultivos de miotubos de control de ser humano sano, El análisis de 30
RT-PCR demostró que PS1185, PS1186 y PS1188 fueron capaces de inducir la omisión del exón 45 al 55 (confirmado 
por análisis de secuencia) (Fig. 5B). En las células no tratadas (NT), no se observó omisión del exón 45 al 55. Estos 
resultados demuestran que la omisión de otro tramo multiexónico, del exón 45 al 55, es factible usando un mono OAS 
que pueda unirse a los exones 45 y 55, en una región con alta similitud de secuencia (80 %), y que puede inducir la 
omisión de estos exones y de todos los exones entre ellos. La transcripción resultante en la que el exón 44 se cortó y 35
empalmó directamente con el 56 estaba en marco y se observó en múltiples experimentos. En cuanto a los 
experimentos de omisión del exón 10 al 18 (ejemplo 3) en la presente memoria mostramos nuevamente que los OAS 
con bases modificadas se pueden aplicar de manera eficaz. Asimismo, los resultados obtenidos con PS1188 indican 
que no es necesario que los OAS sean 100 % complementarios inversos con respecto a uno de los exones diana, si 
no que también pueden diseñarse como estructuras híbridas, en las que no hay complementariedad inversa del 100 % 40
con respecto a ninguno de los exones diana.

Leyendas de las figuras

Figura 1. A) Localización de PS811 (SEQ ID NO: 1673), PS814 (SEQ ID NO:1675), PS815 (SEQ ID NO: 1677) y 
PS816 (SEQ ID NO: 1679) en el tramo de secuencia que es sumamente similar (63 %) en el exón 10 y el exón 18. B) 
Características y eficiencias de OAS. Se indica el porcentaje de complementariedad inversa (comp. inv.) de cada OAS 45
con el exón 10 o el exón 18. C) Análisis de RT-PCR. En miocitos sanos humanos (es decir, miotubos diferenciados) 
los cuatro OAS fueron eficaces induciendo la omisión de un tramo multiexónico desde el exón 10 al exón 18. PS811 
y PS816 fueron los más eficaces. Los cuadros a la izquierda de la figura representan el contenido de los productos de 
transcripción amplificados por PCR. (M: marcador de tamaño de ADN; NT: células no tratadas)

Figura 2. A) Análisis de RT-PCR. En miocitos sanos humanos (es decir, miotubos diferenciados), se analizaron OAS 50
con diferentes longitudes, pero con la misma secuencia diana núcleo dentro del tramo de secuencia que es sumamente 
similar (63 %) en el exón 10 y el exón 18. PS816 (SEQ ID NO: 1679), un oligómero de 25 meros y PS1059 (SEQ ID 
NO: 1684), un oligómero de 21 meros, fueron más eficaces (68 % y 79 % de omisión del exón 10 al 18 
respectivamente). El PS1050 de 15 meros (SEQ ID NO: 1682) fue el menos eficaz. Los cuadros a la izquierda de la 
figura representan el contenido de los productos de transcripción amplificados por PCR. (M: marcador de tamaño de 55
ADN; NT: células no tratadas) B) Características y eficacias de los OAS. Se indica el porcentaje de complementariedad 
inversa (comp. inv.) de cada OAS con el exón 10 o el exón 18.

Figura 3. A) Análisis de RT-PCR. En miocitos sanos humanos (es decir, miotubos diferenciados), Se analizaron OAS 
con diferentes características químicas de bases: PS816 (un OAS de ARN con 2'-O-metilfosforotioato regular; SEQ ID 
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NO:1679, PS1168 (PS816 pero con todas las Aes reemplazadas por 2, 6-diaminopurinas; SEQ ID NO:1681, PS1059 
(un OAS de ARN con 2'-O-metilfosforotioato regular; SEQ ID NO:1684, PS1138 (PS1059 pero con todas las Ces 
reemplazadas por 5-metilcitosinas; SEQ ID NO: 1685) o PS1170 (PS1059 pero con todas las Aes reemplazadas por 
2, 6-diaminopurinas; SEQ ID NO:1686). En todos los OAS analizados, se observó la omisión de los exones 10 al 18. 
PS816 fue el más eficaz (88 %). En estas secuencias específicas, las modificaciones de bases no mejoraron mucho 5
más la bioactividad. Los cuadros a la izquierda de la figura indican el contenido de los productos de transcripción 
amplificados por PCR. (M: marcador de tamaño de ADN; NT: células no tratadas) B) Características y eficacias de los 
OAS.

Figura 4. A) Tramos de secuencia sumamente similares en los exones 10, 18, 30 y 47, como dianas múltiples para 
PS816. Las SEQ ID NO se refieren a alineamientos de exones de longitud completa utilizando EMBOSS (como en la 10
Tabla 2). La parte de secuencia que no se incluyó en el alineamiento EMBOSS, pero que es adyacente a la parte con 
alta complementariedad inversa a PS816, se muestra en color gris. B) Visión general de los porcentajes de 
alineamiento de los exones y de complementariedad inversa (comp. inv.) de PS816. C) Análisis de RT-PCR. PS816 
puede inducir la omisión de tramos multiexónicos, identificada en la presente memoria como omisión de exones 10 al 
18, exones 10 al 30 y exones 10 al 47. Las transcripciones resultantes están en marco. Estas no se detectaron en 15
células no tratadas (NT). Los cuadros a la izquierda y a la derecha de la figura representan el contenido de los 
productos de transcripción amplificados por PCR. (M: Marcador de tamaño de ADN)

Figura 5. A) Localización de PS1185 (SEQ ID NO: 1706), PS1186 (SEQ ID NO: 1707) y PS1188 (SEQ ID NO: 1713) 
en el tramo de secuencia que es sumamente similar (80 %) en el exón 45 y el exón 55. La tabla resume OAS 
característicos. Se indica el porcentaje de complementariedad inversa (comp. inv.) de cada OAS con el exón 45 o el 20
exón 55. B) Análisis de RT-PCR. En miocitos humanos sanos (es decir, miotubos diferenciados) los tres OAS fueron 
eficaces al inducir la omisión de un tramo de múltiples exones desde el exón 45 al exón 55. Los cuadros a la izquierda 
de la figura representan el contenido de los productos de transcripción amplificados por PCR. (M: marcador de tamaño 
de ADN; NT: células no tratadas)
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diseñar un oligonucleótido para producir una proteína funcional o semifuncional, en donde dicho 
método comprende las siguientes etapas:

(a) identificar una combinación en marco de un primer y un segundo exón en un mismo pre-ARNm, en donde una 
región de dicho segundo exón tiene una identidad de al menos 50 % con una región de dicho primer exón;5

(b) diseñar un oligonucleótido que sea capaz de unirse a dicha región de dicho primer exón y a dicha región de dicho 
segundo exón;

(c) en donde dicha unión da como resultado la omisión de dicho primer y dicho segundo exones, preferiblemente la 
omisión de un tramo multiexónico que comienza con dicho primer exón y abarca uno o más exones presentes 
entre dicho primer y dicho segundo exones y como máximo la omisión de todo el tramo de exones entre dicho 10
primer y dicho segundo exones, y

(d) en donde dicho método da lugar a un oligonucleótido.

2. Un método según la reivindicación 1, en donde el oligonucleótido es capaz de unirse a una parte de una región 
dentro de un primer exón y a una parte de una región dentro de una segunda región.

3. Un método según la reivindicación 1 o 2, en donde la unión de dicho oligonucleótido es capaz de interferir con al 15
menos una secuencia reguladora de corte y empalme en dichas regiones de dichos primer y segundo exones y/o con 
la estructura secundaria que abarca al menos dicho primer y/o dicho segundo exón en dicho pre-ARNm, 
preferiblemente, en donde dicha secuencia reguladora de corte y empalme comprende un potenciador de corte y 
empalme exónico (ESE), una secuencia de reconocimiento de exones (ERS) y/o un sitio de unión para una proteína 
de serina-arginina (SR).20

4. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el oligonucleótido es capaz de inducir la 
omisión de todo el tramo de exones entre dicho primer exón y dicho segundo exón.

5. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho oligonucleótido comprende de 10 a 
40 nucleótidos.

6. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho oligonucleótido comprende al menos 25
una modificación en comparación con un oligonucleótido basado en ribonucleótido o desoxirribonucleótido de origen 
natural, más preferiblemente

(a) al menos una modificación de bases, preferiblemente seleccionada de 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-metilcitosina, 5-
metiluracilo, timina, 2, 6-diaminopurina, más preferiblemente seleccionada de 5-metilpirimidina y 2, 6-
diaminopurina; y/o30

(b) al menos una modificación de azúcar, preferiblemente seleccionada de 2'-O-metilo, 2’-O-(2-metoxi)etilo, 2’-O-
desoxi (ADN), 2’-F, morfolino, un nucleótido con puente o BNA, o el oligonucleótido comprende nucleótidos con 
puente y nucleótidos 2'-desoxi modificados (mezcla de oligómeros de BNA/ADN), más preferiblemente la 
modificación de azúcar es 2'-O-metilo; y/o

(c) al menos una modificación de la cadena principal, preferiblemente seleccionada de fosforotioato o 35
fosforodiamidato, más preferiblemente, la modificación de la cadena principal es de fosforotioato.

7. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicho oligonucleótido comprende uno o 
más grupos conjugados, opcionalmente protegidos, seleccionados del grupo que consiste en péptidos, proteínas, 
hidratos de carbono, fármacos, residuos de direccionamiento, residuos que mejoran la absorción, residuos que 
mejoran la solubilidad, residuos que mejoran la farmacodinámica, residuos que mejoran la farmacocinética, polímeros, 40
derivados de etilenglicol, vitaminas, lípidos, residuos de polifluoroalquilo, esteroides, colesterol, residuos fluorescentes, 
moléculas indicadoras, residuos marcados radiactivamente y combinaciones de los mismos, conectados directamente 
o a través de un enlazador divalente o multivalente, a un resto terminal o interno.

8. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicho primer y segundo exones se 
seleccionan de los exones 10, 18, 30, 8, 9 11, 13, 19, 22, 23, 34, 40, 42, 44, 45, 47, 51, 53, 55, 56, 57 o 60 de pre-45
ARNm de distrofina.

9. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicho primer exón es el exón 10 y dicho 
segundo exón es el exón 12, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 
41, 42, 44, 46, 47, 48, 49, 51, 53, 55, 57, 59 o 60.

10. Un método según la reivindicación 8 o 9, en donde el oligonucleótido es capaz de inducir la omisión de los exones 50
10 a 18, exones 10 a 30, exones 10 a 42, exones 10 a 47, exones 10 a 57, exones 10 a 60, exones 8 a 19, exones 9 
a 22, exones 9 a 30, exones 11 a 23, exones 13 a 30, exones 23 a 42, exones 34 a 53, exones 40 a 53, exones 44 a 
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56, exones 45 a 51, exones 45 a 53, exones 45 a 55, exones 45 a 60 y/o exones 56 a 60 de distrofina.

11. Un oligonucleótido antisentido obtenible mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
en donde dicho oligonucleótido puede unirse a una región dentro de un primer exón y a una región dentro de un 
segundo exón, en donde dicha región de dicho segundo exón tiene una identidad de al menos 50 % con dicha región 
de dicho primer exón,5
en donde dicho primer y dicho segundo exones están dentro de un mismo pre-ARNm de distrofina en dicho sujeto,
en donde dicha unión de dicho oligonucleótido puede interferir con al menos una secuencia reguladora de corte y 
empalme en dichas regiones de dichos primer y segundo exones y/o con la estructura secundaria que abarca al menos 
dicho primer y/o dicho segundo exón en dicho pre-ARNm,
en donde dicha secuencia reguladora de corte y empalme comprende un potenciador de corte y empalme exónico 10
(ESE), una secuencia de reconocimiento de exones (ERS) y/o un sitio de unión para una proteína de serina-arginina 
(SR), o y/o
en donde dicha unión de dicho oligonucleótido da como resultado la omisión de dicho primer exón y de dicho segundo 
exón, preferiblemente, la omisión de un tramo multiexónico que comienza con dicho primer exón y abarca uno o más 
exones presentes entre dicho primer y dicho segundo exones y, a lo sumo, la omisión de todo el tramo de exones 15
entre dicho primer y dicho segundo exones,
en donde se obtiene una transcripción en marco que permite la producción de una distrofina funcional o semifuncional 
y
en donde dicha secuencia de oligonucleótidos no es parte de un cóctel o de una combinación de dos o más secuencias 
de oligonucleótidos distintas posiblemente ligadas con uno o más enlazadores, en donde dicho primer y segundo 20
exones se definen de la siguiente manera:

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el 18,

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el 30,

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el 42,

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el 47,25

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el 57, o

- el primer exón es el exón 10 y el segundo exón es el 60.

12. Un oligonucleótido según la reivindicación 11, en donde:

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 109 y la región del exón 18 comprende o consiste 
en la SEQ ID NO: 110 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 18;30

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1766 y la región del exón 18 comprende o consiste 
en la SEQ ID NO: 1767 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 18;

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1768 y la región del exón 18 comprende o consiste 
en la SEQ ID NO: 1769 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 18;

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 127 y la región del exón 30 comprende o consiste 35
en la SEQ ID NO: 128 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 30;

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1772 y la región del exón 30 comprende o consiste 
en la SEQ ID NO: 1773 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 30;

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 151 y la región del exón 42 comprende o consiste 
en la SEQ ID NO: 152 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 42;40

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 157 y la región del exón 47 comprende o consiste 
en la SEQ ID NO: 158 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 47;

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 169 y la región del exón 57 comprende o consiste 
en la SEQ ID NO: 170 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 57; o

- la región del exón 10 comprende o consiste en la SEQ ID NO: 173 y la región del exón 60 comprende o consiste 45
en la SEQ ID NO: 174 cuando dicho primer exón es el exón 10 y dicho segundo exón es el exón 60.

13. Un oligonucleótido según la reivindicación 11 o 12, que comprende la secuencia de bases como se define en una 
cualquiera de las SEQ ID NO: 1673-1681, 1684-1686, 1688, 1689, 1778, 1780-1787, 1812-1851 o 1884-1891, y que 
tiene una longitud, que se define por el número de nucleótidos presentes en dicha secuencia de bases o que tiene una 
longitud mayor de 1, 2, 3, 4 o 5 nucleótidos.50
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14. Un oligonucleótido según una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, que comprende parte de la secuencia de 
bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1673-1681, 1684-1686, 1688, 1689, 1778, 1780-1787, 
1812-1851 o 1884-1891 en donde dicha parte corresponde a la secuencia de bases como se define en cualquiera de 
dichas secuencias con 1, 2, 3, 4 o 5 nucleótidos menos que los definidos en dicha secuencia de bases.

15. Un oligonucleótido según la reivindicación 14, que comprende:5

(a) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1679 a 1681, 1778, 1812, 1813, 1884 
a 1886, 1890 o 1891, y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o la SEQ ID NO: 1814 y que 
tiene una longitud de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(b) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1688, 1689 o 1839 a 1844, y que tiene una longitud de 
26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o10

(c) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1673 o 1674 y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 
29 o 30 nucleótidos; o

(d) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1675 o 1676 y que tiene una longitud de 21, 22, 23, 24, 
25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(e) la secuencia de bases como se define en las SEQ ID NO: 1677 o 1678 y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 15
29 o 30 nucleótidos; o

(f) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1684 a 1686 y que tiene una longitud 
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos; o

(g) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1815 a 1819 y que tiene una longitud 
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o20

(h) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1820, 1824, y que tiene una longitud 
de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(i) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1826, 1780, 1782, 1832 y que tiene 
una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(j) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1821, 1825 y que tiene una longitud 25
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(k) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1822 y que tiene una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 
30 nucleótidos, o

(l) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1823, 1781, 1829, 1830, 1831 y que 
tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o30

(m)la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1783, 1833, 1834, 1835 y que tiene 
una longitud de 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(n) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1887 y que tiene una longitud de 24, 
25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(o) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1888 o 1889 y que tiene una longitud 35
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(p) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1827 y que tiene una longitud de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 
27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(q) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1828 y que tiene una longitud de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 
nucleótidos, o40

(r) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1784, 1836 y que tiene una longitud 
de 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(s) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1786, 1838 y que tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(t) la secuencia de bases como se define en la SEQ ID NO: 1780 y que tiene una longitud de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 45
28, 29 o 30 nucleótidos, o

(u) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1785, 1837 y que tiene una longitud 
de 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o
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(v) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1845, 1846, 1847, 1848 y que tiene 
una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(w) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1849, 1850 y que tiene una longitud 
de 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos, o

(x) la secuencia de bases como se define en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1787, 1851 y que tiene una longitud 5
de 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos.

16. Un oligonucleótido según una cualquiera de las reivindicaciones 11-15, para su uso como un medicamento para 
prevenir, retrasar, mejorar y/o tratar una enfermedad en un sujeto.

17. Una composición que comprende un monooligonucleótido según una cualquiera de las reivindicaciones 11-15 y 
que opcionalmente comprende además un vehículo, un diluyente, un excipiente, una sal, un adyuvante y/o un 10
disolvente, farmacéuticamente aceptable, preferiblemente en donde dicha composición comprende dos o más 
oligonucleótidos idénticos como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 ligados por un contraión, 
preferiblemente calcio, más preferiblemente en donde dicha composición es para su uso como un medicamento para 
prevenir, retrasar, mejorar y/o tratar en su sujeto la DMD o la DMB.

15
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