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DESCRIPCION
Tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un método para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica (ELA). De manera
especifica, la invencion implementa el uso de una secuencia antisentido adaptada para afectar al corte y empalme
alternativo en un pre-mARN de SOD1 humana, y de ese modo conducir a la destruccion del mARN omitido mediante
la maquinaria celular.

Antecedentes de la invencion

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se clasifica epidemiolégicamente en las formas esporadica (90%-95%) y familiar
(5%-10%) (Rosen et al., 1993). El veinte por ciento de las formas familiares (ELAf) estan provocadas por mutaciones
en el gen de la Superéxido Dismutasa 1 (SOD1). La funcién de la metaloenzima SOD1 es convertir el superéxido, un
subproducto téxico de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, en oxigeno molecular o peréxido de hidrégeno. La SOD1
mutante posee una propiedad neurotéxica (aumento toxico de la funciéon) que es responsable del mecanismo
patogénico de la enfermedad. De hecho, los ratones transgénicos que sobreexpresan formas mutantes del gen de
SOD1 humana (por ejemplo, ratones SOD1%%A) resumen la mayoria de las caracteristicas patoldgicas de la ELA, y
se usan de manera generalizada en los estudios preclinicos de ELA (Gurney et al., 1994). La disminucion de la
acumulacion de SOD1 se ha presentado, por tanto, como una estrategia l6gica para tratar las formas asociadas a
SOD1 de ELAf. Se han desarrollado aproximaciones moleculares atractivas para inhibir casi cualquier gen del sistema
nervioso central (SNC), principalmente basandose en el uso de oligonucledtidos antisentido (AONs) (Crooke, 2004) o
la interferencia del ARN con siARN (Dorn et al., 2004) o microARN sintético (Boudreau et al., 2011).

Lainhibicion de la expresion de SOD1 mutante mediante el uso de siARN ha mostrado primero una eficacia terapéutica
significativa en ratones con ELA asociada a SOD1. Raoul et al. mostré que la inyeccién intraespinal de vectores
lentivirales que codificaban ARNs en horquilla cortos (shARNs) hacia SOD1 humana retrasé el inicio y la progresion
de la enfermedad en ratones SOD1%9%A (Raoul et al., 2005). Independientemente, Ralph et al. demostré que las
inyecciones intramusculares de lentivirus que mediaban en la expresion de ARNi hacia la SOD1 humana previnieron
la neurodegeneracién y prolongaron la supervivencia en el mismo modelo de raton con ELA, lo que condujo a un
incremento maximo de la esperanza de vida del 77% (Ralph et al., 2005).

También se ha informado que la infusién continua de un AON que induce una degradacién mediada por enzimas en
los ventriculos cerebrales permite una reduccion eficaz y generalizada de los niveles de mARN y proteina SOD1 en
todo el cerebro y la médula espinal, lo que retrasa significativamente la progresién de la enfermedad en un modelo de
ELA en ratas provocada por la mutacion SOD1G%A (Smith et al., 2006).

Sin embargo, este método requiere la implantacion quirdrgica de un catéter a través del craneo conectado a una
bomba osmodtica, y su eficacia terapéutica fue limitada (prolongacién de la supervivencia del 9,1% con un tratamiento
que comenzo6 a los 65 dias de edad) (Smith et al., 2006). Basandose en este descubrimiento, Isis Pharmaceuticals
inicidé un ensayo clinico multicéntrico de infusion de AONs en el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes de ELA,
que mostrd la viabilidad y la ausencia de efectos adversos del tratamiento (Miller et al., 2013). Mas recientemente,
también se usaron AONs de bloqueo estérico para estimular la omisién de exones anormales (y la generacién de
mARNSs que contienen codones de parada prematuros), como método alternativo para disminuir los niveles de Sod1
de ratén en el SNC de ratones de tipo natural (Ward et al., 2014). Sin embargo, la inyeccién intracerebroventricular
(ICV) de AONs 2'-MOE que seleccionan como objetivo el pre-mARN de Sod7 de ratdn provoco solamente una omision
débil de los exones 2 y 3 de Sod1 en el cerebro y la médula espinal, que condujo a una reduccién del 25-50% de los
niveles de Sod1, de forma similar al nivel conseguido con la misma dosis de los AONs gapmeros 2'-MOE dependientes
de RNasa H usados previamente en ratas SOD1G%A (Smith et al., 2006). A partir de estos resultados, se habria
esperado que la mejora de la esperanza de vida fuera, como maximo, equivalente a la obtenida con las estrategias
mediadas por enzimas, tales como las estrategias con ARNi o gdpmeros.

Ademas, el desafio inmediato que afrontan las terapias de ELAf basadas en la inhibicion de SOD1 es la administracion
generalizada de las instrucciones de silenciamiento a todas las células afectadas. En 2007 se descubrié que, a pesar
de la barrera hematoencefdlica, la administracion sistémica de vectores de virus adenoasociados
autocomplementarios de serotipo 9 (scAAV9) permiti6 la transduccion de células del SNC y periféricas en ratones y
gatos, que incluyeron los tipos de células que se sospecha que estan implicadas en la ELA (neuronas, astrocitos, y
células musculares) (Duque et al., 2009) (documento EP2212424). Mas recientemente, también se descubri6 que el
serotipo rh10 (AAV10) es eficaz para la transduccidn sistémica de tejidos del SNC y periféricos tras la inyeccion IV en
ratones y tities (Hu et al., 2010; Yang et al., 2014; Zhang et al., 2011).

Recientemente, se ha demostrado la eficacia de las estrategias de terapias génicas basadas en AAV para la ELA en
dos estudios mediante el uso de la interferencia del ARN para reducir los niveles de SOD1. Foust et al. obtuvo primero
una prolongacién de la supervivencia del 38% en ratones con ELA tras la inyeccion intravenosa (V) en neonatos con
un AAV9-shARN que seleccionaba como objetivo SOD1 (Foust et al., 2013). Ademas, la inyeccién intratecal (IT) de
un AAV10-shRNA-SOD1 en ratones SOD1 de 55 dias de edad post-sintomaticos dio como resultado un incremento
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de la supervivencia del 22% en los ratones con ELA (Wang et al., 2013).

En vista de los logros terapéuticos limitados informados en estos estudios previos, todavia son necesarias mejoras en
la tecnologia para la bioterapia de la ELA.

Sumario de la invencion

La presente invencién es el resultado del hallazgo inesperado de que la supervivencia de un modelo de ELA en ratones
se puede mejorar enormemente, en comparacion con las estrategias terapéuticas de la ELA de la técnica anterior,
cuando se administra a los ratones un oligonucleétido antisentido que esta adaptado para inducir la omisién de exones
en el pre-mARN de la SOD1 humana.

Ward et al. (citado anteriormente) inform6 que la disminucién en la expresién de SOD1 mediante el uso de una
estrategia de omision de exones seria equivalente como maximo a la disminucion obtenida con un gapmero, es decir,
con un oligonucleétido antisentido que disminuye el nivel de SOD1 no mediante una degradacién de mARN mediada
por una secuencia antisentido, sino a través de un mecanismo asociado a la RNasa H. La disminucién de los niveles
de mARN y de proteina SOD1 informados en Ward et al. también fue equivalente a la obtenida con las estrategias que
implicaron el mecanismo RISC (tales como las estrategias que usaron ARNi y shARNSs). Por tanto, un experto en la
técnica habria esperado que la mejora de la esperanza de vida resultante de usar una estrategia de omisién de exones
de SOD1 fuese equivalente a la informada en los estudios previos. Los presentes inventores han mostrado
inesperadamente que se puede obtener una prolongacion de la supervivencia de hasta un 134%, e incluso mas, a
partir de la administracion de un oligonucleétido antisentido que esté adaptado para inducir la omisién de exones en
el pre-mARN de SOD1 humana. Esta prolongacion de la supervivencia es la mas alta informada hasta la fecha en
ratones con ELA asociada a SOD1, y es mucho mas eficaz que las estrategias de silenciamiento de SOD1 previas
(que informan de un maximo del 38% de prolongacién de la supervivencia), lo que muestra la originalidad y
superioridad de esta aproximacion molecular, que no se esperaba a partir de los estudios informados previamente.

Por lo tanto, en la presente memoria se describe un método para el tratamiento de la ELA, que comprende administrar
a un sujeto que lo necesita un oligonucleétido antisentido adaptado para inducir la omisiéon de exones en un pre-mARN
de SOD1 humana, y de ese modo induce la degradacién del mARN omitido resultante que codifica la SOD1 humana.

Otro objetivo descrito en la presente memoria es un oligonucleétido antisentido especifico de una secuencia de un
pre-mARN de SOD1 humana, y dicho oligonucleétido antisentido esté adaptado para inducir la omisién de un exén en
dicho pre-mARN.

Otro objetivo descrito en la presente memoria es un oligonucleétido antisentido especifico de un pre-mARN de SOD1
humana, para el uso en un método para el tratamiento de la ELA, en el que dicho oligonucleétido antisentido esta
adaptado para inducir la omisién de un ex6n en dicho pre-mARN.

Por lo tanto, la invencion proporciona, en un primer aspecto, un oligonucleétido antisentido que selecciona como
objetivo un pre-mARN de SOD1 humana, en el que dicho oligonucleétido antisentido incluye la SEQ ID N%: 1 y/o la
SEQ ID N®: 4,y en el que dicho oligonucleédtido esta adaptado para inducir la omisién de exones en dicho pre-mARN.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un acido nucleico que comprende la secuencia como se muestra en
SEQIDN%: 110 12.

Descripcion detallada de la invencion

La presente descripcion se refiere a oligonucledtidos antisentido (AONs) Utiles para tratar a sujetos humanos que
padecen ELA. El sujeto padece las formas esporadicas o familiares de ELA provocadas por mutaciones en el gen de
SOD1 o en otros genes asociados a ELA, por ejemplo en los genes asociados a ELA que dan como resultado un
incremento de los niveles de mARN de SOD1 (base de datos de ELA en linea ALSoD, http://alsod.iop.kcl.ac.uk, abril
de 2014). El sujeto puede estar en la etapa pre-sintomética o sintoméatica de la enfermedad.

En la presente solicitud, "oligonucleétido antisentido”, o "AON" indica una secuencia de &cido nucleico monocatenaria,
ADN o ARN (Chan et al., 2006), que es complementaria a una parte de un pre-mARN que codifica la proteina SOD1.
En particular, el AON de la presente descripcion esta disefiado para bloquear un sitio aceptor de corte y empalme (SA)
y/o un potenciador de corte y empalme de un exén (ESE) y/o un punto de ramificacion en el pre-mARN de SOD1 y/o
cualquier secuencia que pudiera modular el corte y empalme del pre-mARN, es decir, esta disefiado para que sea
complementario a una parte del pre-mARN de SOD1 que comprende un SA, un ESE, una secuencia de punto de
ramificacion o cualquier secuencia que pudiera modular el corte y empalme del pre-mARN (Cartegni et al., 2002; Reed
y Maniatis, 1988).

El AON se usa para inducir la omisién de exones en un pre-mARN de SOD1, y de ese modo conduce a un
desplazamiento del marco de lectura que produce un cADN truncado que contiene un codén de parada prematuro en
el mARN resultante. Esta estrategia, por tanto, permite la reduccién del nivel de una proteina de otra manera
neurotdxica que es responsable del mecanismo patégeno de la ELA.
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El gen de SOD1 humana (hSOD1) esta bien caracterizado. Su secuencia se informa en (ID del Gen: 6647; secuencia
de referencia del NCBI, nimero de acceso NM_000454.4; SEQ ID N2:10).

Un AON segun la descripcion es del tipo que induce la omisién de exones en el pre-mARN de SOD1 humana. Por
ejemplo, el AON implementado se puede disefiar para inducir de manera especifica la omision del exén 2, exén 3 o
exon 4. En particular, el AON de la presente descripcién es capaz de inducir la inclusion de un codén de parada
prematuro en el mMARN de SOD1 humana. Preferiblemente, el AON esté adaptado para inducir la omision del exén 2.
Como se proporciona en los ejemplos, la omisién del exén 2 induce un desplazamiento del marco de lectura que
conduce a un codon de parada prematuro en el exén 4.

Hay herramientas disponibles para identificar los SA, ESE y las secuencias de los puntos de ramificacién en un pre-
mARN de interés. Como conocen bien los expertos en la técnica, los SA son secuencias conservadas, estan en el
extremo 3' del intrén y terminan el intron con una secuencia AG casi invariable. Ademas, los motivos ESE se pueden
predecir en la secuencia de los exones destinados a la omision mediante el uso de la herramienta informatica
ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home). Después se puede llevar a cabo el
disefno del AON siguiendo las reglas publicadas en Aartsma-Rus et al. (Aartsma-Rus et al., 2009).

El AON de la invencion esta disefiado para complementar secuencias adecuadas en el pre-mARN de SOD1 humana
(hSOD1) que son necesarias para un corte y empalme correcto del exén seleccionado como objetivo, y de ese modo
bloquea las reacciones de corte y empalme que incorporarian el exén seleccionado como objetivo en el mARN maduro.

El AON de la invencion puede ser de cualquier tipo adecuado. Los tipos de AON representativos incluyen
oligodesoxirribonucledtidos, oligorribonucledtidos, morfolinos, oligonucle6tidos antisentido de triciclo-ADN,
oligonucleotidos de triciclo-fosforotioato-ADN, ALN, ARN nuclear pequefio modificado tal como AONs modificados con
U7, U1 o U6 (u otros UsnRNPs), o productos conjugados de los mismos, tales como AONs conjugados a péptidos o
complejados con nanoparticulas.

Los AONs empleados en la practica de la descripcion son en general de una longitud de alrededor de 10 a alrededor
de 30 nucledtidos, y pueden ser, por ejemplo, de una longitud de alrededor de 10, o alrededor de 15, o alrededor de
20 o alrededor de 30 o alrededor de 40 nucleétidos 0 més dependiendo de las secuencias seleccionadas como objetivo
en el pre-mARN de SOD1 humana y de la quimica de los AONs.

Los AONs representativos para la practica de la presente descripcion se enumeran en la tabla 1:

AON1 5' CCCACACCUUCACUGGUCCA 3' SEQ ID Ne:1
AON2 5' GGCCUUCAGUCAGUCCUUUA 3’ SEQ ID N%:2
AON3 5' CUGGUCCAUUACUUUCCUUU 3 SEQ ID N&:3
AON4 5' CCAUGCAGGCCUUCAGUCAG &' SEQ ID N4

En una realizacion particular, el AON para la practica de la invencion se selecciona de SEQ ID N%1 y 4. En una
realizacién adicional, las dos secuencias mostradas en SEQ ID N2:1 y 4 estan incluidas en el AON de la invencién.

Para el uso in vivo, los AONs se pueden estabilizar, por ejemplo por medio de modificaciones en el esqueleto de
fosfato. Por ejemplo, los AONs estabilizados de la presente invencion pueden tener un esqueleto modificado, p.€j.
tienen uniones de fosforotioato. Otras posibles modificaciones estabilizantes incluyen modificaciones de fosfodiéster,
combinaciones de modificaciones de fosfodiéster y fosforotioato, metilfosfonato, metilfosforotioato, fosforoditioato, p-
etoxi, y combinaciones de las mismas. Las versiones modificadas, quimicamente estabilizadas, de los AONs también
incluyen "Morfolinos" (oligdbmeros de fosforodiamidato morfolino, PMOs), oligémeros de 2'-O-Metilo, triciclo-ADNSs,
moléculas de AONs de triciclo-ADN-fosforotioato (documento WO2013/053928) o ARNs nucleares pequefios (sn) de
tipo U. Estas ultimas formas de AONs que se pueden usar para este proposito se pueden acoplar a moléculas de ARN
nuclear pequefio tales como U1, U6 o U7 (u otros UsnRNPs), en particular en combinacion con un método de
transferencia viral basado, pero sin limitacion, en un lentivirus, retrovirus o virus adenoasociado. En una realizacion
particular, el AON usado en la presente invencién comprende la secuencia de SEQ ID N2:1 y de SEQ ID N2:4. Ademas,
en una realizacion particular adicional, el AON comprende una molécula nuclear pequefia tal como U1, U6 o U7 (u
otros UsnRNPs), en particular U7, e incluye la secuencia mostrada en SEQ ID N%:1 y SEQ ID N%4. Tal AON se
representa en SEQ ID N2:9.

Para una administracion in vivo estable y eficaz, en particular a través de la barrera hematoencefalica, los AONs
también se pueden fusionar o co-administrar con cualquier péptido de penetracion celular y con péptidos sefal que
median en la secrecién de proteinas. Los péptidos de penetracién celular pueden ser péptidos RVG (Kumar et al.,
2007), PiP (Betts et al., 2012), P28 (Yamada et al., 2013), o dominios de transduccién de proteinas como TAT
(Malhotra et al., 2013) o VP22 (Lundberg et al., 2003). Los oligonucleétidos antisentido de la invencion se pueden
administrar in vivo solos o junto con un vector. En su sentido mas amplio, un "vector" es cualquier vehiculo capaz de
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facilitar la transferencia de la secuencia antisentido a las células, y preferiblemente a las células que expresan SOD1.
Preferiblemente, el vector transporta la secuencia antisentido a las células con una degradacion reducida respecto del
grado de degradacién que ocurriria en ausencia del vector. En general, los vectores utiles en la invencién incluyen,
pero sin limitacién, plasmidos, fagdémidos, virus, y otros vehiculos derivados de fuentes virales o bacterianas que se
han manipulado mediante la insercién o incorporacion de las secuencias de AON. Los vectores virales son un tipo
preferido de vectores e incluyen, pero sin limitacién, las secuencias de acido nucleico de los siguientes virus: lentivirus
tales como VIH-1, retrovirus, tales como virus de la leucemia murina de Moloney, adenovirus, virus adenoasociado
(AAV); virus de tipo SV40; Herpes virus tales como HSV-1 y virus vaccinia. Se pueden emplear faciimente otros
vectores que no se han nombrado pero que se conocen en la técnica. Entre los vectores que se han validado para las
aplicaciones clinicas y que se pueden usar para administrar las secuencias antisentido, el lentivirus, retrovirus y AAV
muestran un mayor potencial para la estrategia de omision de exones. Los vectores basados en retrovirus y basados
en lentivirus que son deficientes de replicacién (es decir, capaces de dirigir la sintesis del AON deseado, pero
incapaces de producir una particula infecciosa) se han aprobado para los ensayos de terapia génica en seres
humanos. Tienen la propiedad de integrarse en el genoma celular objetivo, y por tanto permiten una expresion
persistente de transgenes en las células objetivo y su progenie.

En una realizacién preferida, el AON se administra mediante el uso de un vector de AAV. El virus adenoasociado
(AAV) de parvovirus humano es un dependovirus que de manera natural es defectuoso de replicacion, que es capaz
de integrarse en el genoma de la célula infectada para establecer una infeccién latente. Esta ultima propiedad parece
ser Unica entre los virus de mamiferos, ya que la integracién se da en un sitio especifico en el genoma humano,
denominado AAVS1, localizado en el cromosoma 19 (19q13.3-gter). Los vectores recombinantes basados en AAV
carecen de la proteina Rep y se integran con una eficacia baja, y estan presentes principalmente en forma de episomas
circulares estables que pueden persistir durante meses y tal vez afios en las células objetivo. Por lo tanto, el AAV ha
suscitado un interés considerable como vector potencial para la terapia génica humana. Entre las propiedades
favorables del virus estan su carencia de asociacion con ninguna enfermedad humana y la amplia variedad de lineas
celulares derivadas de diferentes tejidos que se pueden infectar. En la actualidad se conocen 12 serotipos de AAV
(AAV1 a 12) y hasta 120 variantes (Gao et al., 2004; Gao et al., 2002), cada una con diferentes tropismos tisulares.
Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un vector de AAV que comprende el AON descrito anteriormente, que
selecciona como objetivo un pre-mARN de SOD1 humana y que esta adaptado para inducir la omisiéon de exones en
dicho pre-mARN de SOD1 humana. Segun una realizacién particular, el genoma de AAV deriva de un serotipo AAV1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10 (p.ej. AAV10 de cinomolgo o AAVrh10 de mono rhesus), 11 o0 12. En una realizacién preferida,
la capside de AAV deriva de un serotipo AAV1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10 (p.ej. AAV10 de cinomolgo o AAVrh10), 11, 12,
o de variantes de AAV. En una realizacién particular adicional, el vector de AAV es un vector pseudotipado, es decir,
su genoma y capside derivan de AAVs de serotipos diferentes. Por ejemplo, el vector de AAV pseudotipado puede ser
un vector cuyo genoma deriva del serotipo AAV2, y cuya capside deriva del serotipo AAV1, 3,4,5,6,7,8,9, 10 (p.ej.
AAV10 de cinomolgo o AAVrh10), 11, 12 o de variantes de AAV. Ademas, el genoma del vector de AAV puede ser un
genoma monocatenario o bicatenario autocomplementario (McCarty et al., 2001). Los vectores de AAV bicatenarios
autocomplementarios se generan delecionando el sitio de resolucion terminal (irs) de una de las repeticiones
terminales de AAV. Estos vectores modificados, cuyo genoma de replicacién tiene una longitud que es la mitad de la
del genoma de AAV de tipo natural, tienen tendencia a empaquetar dimeros de ADN.

Preferiblemente, el vector de AAV implementado en la practica de la presente invencién es un vector que selecciona
como objetivo las neuronas del SNC (que incluyen las neuronas motoras y las células gliales del cerebro, tronco
encefalico y médula espinal) y las células musculares (llieva et al., 2009). En una realizacién preferida, el vector de
AAV tiene una cépside de AAV1, AAV6, AAV6.2, AAV7, AAVrh39, AAVrh43, AAV2, AAV5, AAVS, AAVI o AAV10, y
este vector es opcionalmente un vector pseudotipado. En una realizacién particular, el vector de AAV tiene una capside
de AAV9 o AAV10 (p.ej. AAV10 de cinomolgo o AAVrh10) y es opcionalmente un vector pseudotipado.

En una realizacion particular, el AON de la invencion esta unido a una molécula de ARN nuclear pequefio tal como un
U1, U2, U6, U7 o cualquier otro ARN nuclear pequefio, o un ARN nuclear pequefio quimérico (Cazzella et al., 2012;
De Angelis et al., 2002). En particular, se puede hallar informacion sobre la modificacion con U7 en Goyenvalle, et al.
(Goyenvalle et al., 2004); documentos WO11113889; y WO06021724. En una realizacion particular, se usa el casete
de U7 descrito por D. Schumperli (Schumperli y Pillai, 2004). Comprende el promotor de U7 natural (posicion -267 a
+1), el snARN de U7smOpt y la secuencia posterior a la posicion 116. La secuencia natural de 18 nt complementaria
a los pre-mARNs de histonas en U7smOpt se sustituye por una o dos (se usa la misma secuencia dos veces, 0 dos
secuencias diferentes) o mas repeticiones de las secuencias de AON seleccionadas mediante el uso, por ejemplo, de
mutagénesis mediada por PCR, como ya se ha descrito (Goyenvalle et al., 2004).

En una realizacién particular, los AONs modificados con ARN nuclear pequefio, en particular los AONs modificados
con U7, se vectorizan en un vector viral, mas en particular en un vector de AAV.

En general, el vector también puede comprender secuencias reguladoras que permiten la expresion de los AONs
codificados, tales como, p.ej., un promotor, potenciador, sitios internos de entrada al ribosoma (IRES), secuencias que
codifican dominios de transduccion de proteinas (PTD), y similares. A este respecto, el vector comprende lo mas
preferiblemente una regién promotora, unida de manera operable a la secuencia codificante, para provocar o mejorar
la expresion del AON. Tal promotor puede ser ubicuo, especifico de tejido, fuerte, débil, regulado, quimérico, etc., para
permitir una produccién eficaz y adecuada del AON. El promotor puede ser un promotor celular, viral, fungico, vegetal
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o sintético. Los promotores mas preferidos para el uso en la presente invencion deben ser funcionales en las células
nerviosas y musculares, mas preferiblemente en las neuronas motoras y las células gliales. Los promotores se pueden
seleccionar de promotores de ARNs nucleares pequefios, tales como U1, U2, U6, U7 u otros promotores de ARNs
nucleares pequefnos, o promotores de ARNs nucleares pequefios quiméricos. Otros promotores representativos
incluyen los promotores dependientes de ARN polimerasa lll, tales como el promotor H1, o los promotores
dependientes de ARN polimerasa Il. Los ejemplos de promotores regulados incluyen, sin limitacién, los promotores
que contienen un elemento de activacidn/inactivacion de Tet, promotores inducibles por rapamicina y promotores de
metalotioneina. Los ejemplos de promotores especificos para las neuronas motoras incluyen el promotor del péptido
relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), la colina acetiliransferasa (ChAT), o el Homeobox 9 (HB9). Otros
promotores funcionales en las neuronas motoras incluyen promotores especificos de neuronas, tales como los
promotores de enolasa especifica de neuronas (NSE), sinapsina, o promotores ubicuos que incluyen los elementos
silenciadores especificos de neuronas (NRSE). También se pueden usar promotores especificos de las células gliales,
tales como el promotor de la proteina acida fibrilar glial (GFAP). Los ejemplos de promotores ubicuos incluyen los
promotores virales, en particular el promotor de CMV, el promotor de RSV, el promotor de SV40, el promotor de CBA
hibrido (beta actina de pollo / CMV), etc., y promotores celulares, tales como los promotores de PGK (fosfoglicerato
quinasa) o EF1alfa (factor de elongacion 1alfa).

En una realizacion particular, el AON usado en la presente invencion se vectoriza en un vector viral, en particular un
vector de AAV, mas en particular un vector de AAV9 o AAV10 (tal como un AAV10 de cinomolgo o AAVrh10), y
comprende la secuencia de SEQ ID N%:1 y de SEQ ID N%:4. Ademas, en una realizacion particular adicional, el AON
vectorizado comprende una molécula nuclear pequefa tal como U1, U6 o U7 (u otros UsnRNPs), en particular U7, e
incluye la secuencia mostrada en SEQ ID N2:1 y SEQ ID N2:4. Tal AON se representa en SEQ ID N2:9.

En una realizacién particular de la invencién, denominada "borrado-sustitucion” en la seccién experimental mas
adelante, el AON como se describié anteriormente se destina a la administracion junto con un casete de expresion
que contiene un gen que codifica una proteina SOD1 de tipo natural, en particular una proteina SOD1 humana. Se
puede proporcionar la expresién exdgena de la proteina SOD1 para compensar opcionalmente la carencia de un
mARN de SOD1 de tipo natural endégeno que resulta de la administracion del AON, que no selecciona como objetivo
especificamente la forma mutada del mMARN de SOD1 humana, pero puede inducir también el silenciamiento de la
proteina de tipo natural. En esta realizacion, el gen que codifica la proteina SOD1 de tipo natural (preferentemente la
proteina humana de tipo natural) esta disefiado para comprender mutaciones silenciosas (es decir, mutaciones que
no afectan a la secuencia primaria de aminoacidos de la proteina SOD1) que reducirian la hibridacién del AON al
mARN correspondiente, y de ese modo se evitaria la omision de exones en dicho mMARN de SOD1 ex6gena. Por lo
tanto, en un aspecto adicional, la invencién se refiere a un gen que codifica una proteina SOD1 de tipo natural, tal
como una proteina SOD1 de tipo natural humana, que esta disefiado para comprender mutaciones silenciosas que
dan como resultado la reduccion de la hibridacién de un AON de la presente invencion a un mARN codificado por este
gen, en el que el gen que codifica la proteina SOD1 de tipo natural comprende la secuencia mostrada en SEQ ID
N2:11, que es una secuencia de SOD1 humana modificada con mutaciones silenciosas como se proporcion6
anteriormente (obsérvese que esta secuencia no comprende un codén de inicio y de parada). La secuencia de SEQ
ID N2:11 puede comprender ademas un codoén de inicio y un codén de parada, tal como en la secuencia mostrada en
SEQ ID N%:12. Ademas, el gen puede codificar una proteina SOD1 de tipo natural marcada, tal como una proteina
SOD1 marcada con Flag, y el marcador se proporciona en el extremo N-terminal o C-terminal de la proteina SOD1.
Tales genes que codifican Flag-hSOD1 o hSOD1-Flag se muestran en SEQ ID N%:13 y 14. El casete de expresion
puede comprender secuencias reguladoras que permiten la expresion de la proteina SOD1 exdgena codificada, tales
como, p.ej., un promotor, potenciador, sitios internos de entrada al ribosoma (IRES), secuencias que codifican
dominios de transduccion de proteinas (PTD), y similares. A este respecto, el vector comprende lo mas preferiblemente
una region promotora, unida de manera operable a la secuencia codificante, para provocar o mejorar la expresion de
la proteina. Tal promotor puede ser ubicuo, especifico de tejido, fuerte, débil, regulado, quimérico, etc., para permitir
una produccién eficaz y adecuada de la proteina. El promotor puede ser un promotor celular, viral, fingico, vegetal o
sintético. Los promotores mas preferidos para el uso en la presente invencién deben ser funcionales en las células
nerviosas y musculares, mas preferiblemente en las neuronas motoras y las células gliales. Los ejemplos de
promotores regulados incluyen, sin limitacion, los promotores que contienen un elemento de activacién/inactivacion
de Tet, promotores inducibles por rapamicina y promotores de metalotioneina. Los ejemplos de promotores especificos
para las neuronas motoras incluyen el promotor del péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), la colina
acetiltransferasa (ChAT), o el Homeobox 9 (HB9). Otros promotores funcionales en las neuronas motoras incluyen
promotores especificos de neuronas, tales como los promotores de enolasa especifica de neuronas (NSE), sinapsina,
o promotores ubicuos que incluyen los elementos silenciadores especificos de neuronas (NRSE). También se pueden
usar promotores especificos de las células gliales, tales como el promotor de la proteina &cida fibrilar glial (GFAP).
Los ejemplos de promotores ubicuos incluyen los promotores virales, en particular el promotor de CMV, el promotor
de RSV, el promotor de SV40, el promotor de CBA hibrido (beta actina de pollo / CMV), etc., y promotores celulares,
tales como los promotores de PGK (fosfoglicerato quinasa) o EF1alfa (factor de elongacion 1alfa). El casete de
expresion se puede incluir en un vector adecuado, tal como los vectores descritos anteriormente. En una realizacion
particular, el vector que contiene el casete de expresidn es un vector viral, en particular un vector viral capaz de
transducir las neuronas motoras y las células musculares, tal como los descritos anteriormente, y en particular tal como
un vector de AAV, en particular un vector de AAV que comprende una capside de AAV9 o AAV10 (p.ej. AAV10 de
cinomolgo o AAVrh10). En una variante de esta realizacion, los casetes que codifican el AON y el gen de SOD1
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exogena, en particular la SOD1 humana, estan contenidos ambos en el mismo vector, en particular un vector viral, en
particular un vector viral capaz de transducir las neuronas motoras y las células musculares, tal como los descritos
anteriormente, y en particular tal como un vector de AAV, en particular un vector de AAV que comprende una capside
de AAV9 o AAV10 (p.ej. AAV10 de cinomolgo o AAVrh10).

La descripcidon también se refiere a una composicién que comprende un AON, o un vector que comprende el mismo,
y/o un cADN de SOD1 exdgena, o un vector que comprende un casete de expresion que codifica una proteina SOD1
exogena, como se describié anteriormente, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Ademas del AON o del
vector, una composicién farmacéutica de la presente invenciéon también puede incluir un vehiculo farmacéuticamente
o fisiolégicamente aceptable, tal como solucion salina, fosfato sédico, etc. La composicién estara en general en forma
de un liquido, aunque no necesariamente. Los vehiculos, excipientes y diluyentes adecuados incluyen lactosa,
dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma arabiga, fosfatos de calcio, alginato, tragacanto, gelatina,
silicato de calcio, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe, metil celulosa, hidroxibenzoatos
de metilo y propilo, aceite mineral, etc. La formulacién también puede incluir agentes lubricantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes, conservantes, agentes tamponadores, etc. En particular, la presente
descripcion implica la administracion de un AON, y por tanto en cierta manera esta relacionada con la terapia génica.
Los expertos en la técnica reconoceran que los acidos nucleicos se administran a menudo junto con lipidos (p.ej.
lipidos catiénicos o lipidos neutros, o mezclas de estos), con frecuencia en forma de liposomas u otro material micro-
0 nano-estructurado adecuado (p.ej., micelas, lipocomplejos, dendrimeros, emulsiones, fases cubicas, etc.).

Las composiciones descritas en la presente memoria se administran en general por medio de las vias enteral o
parenteral, p.ej. de manera intravenosa (i.v.), intraarterial, subcutanea, intramuscular (i.m.), intracerebral,
intracerebroventricular (i.c.v.), intratecal (i.t.), intraperitoneal (i.p.), aunque no se excluyen otros tipos de administracion,
p.ej. por medio de inhalacién, de manera intranasal, tépica, oral, rectal, intradsea, administracién mediante colirios,
gotas oticas, etc.

En una realizacién particular, se administra un vector de AAV de la invencién combinando una administracion en el
liquido cefalorraquideo (LCR) y en la sangre del paciente, como se describe en el documento W0O2013/190059. En
una variante particular de esta realizacion, la administracion del vector viral en el LCR del mamifero se lleva a cabo
mediante inyecciodn intracerebroventricular (i.c.v. o ICV), inyeccion intratecal (i.t. o IT), o inyeccion intracisternal, y la
administracion en la sangre se lleva a cabo preferiblemente mediante administracion parenteral, tal como inyeccién
iv. (o IV), inyecciéon i.m., inyeccion intraarterial, inyeccion i.p., inyeccidon subcutanea, inyeccion intradérmica,
administracion nasal, administracion transdérmica (parches, por ejemplo), o mediante administracién enteral (oral o
rectal). En una realizacion particular, el vector de AAV se administra por medio de las vias i.c.v. (0i.t.) ei.v. (0 i.m.).

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, se pueden
formular segun la técnica conocida mediante el uso de agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspension
adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una disolucion o suspensién inyectable estéril en un
diluyente o disolvente parenteralmente aceptable atdxico, por ejemplo, una disolucién en 1,3-butanodiol. Aunque la
administracion puede ser local (es decir, in situ, directamente en un tejido tal como el tejido muscular) o sistémica,
normalmente la administracién sera local en el tejido muscular afectado, p.ej. en el musculo esquelético, musculo liso,
musculo cardiaco, etc. Dependiendo de la forma de los AONs que se administran y del tipo de tejido o célula que se
selecciona como objetivo, se pueden emplear técnicas tales como electroporacion, sonoporacion, una "pistola de
genes" (que administra particulas de oro revestidas de acidos nucleicos), etc.

Un experto en la técnica reconocera que la cantidad de un AON o de un vector que contiene o que expresa el AON
y/o la proteina SOD1 exdgena a administrar sera una cantidad que es suficiente para inducir una mejora de sintomas
indeseados de ELA. Tal cantidad puede variar dependiendo, entre otros, de factores tales como el sexo, la edad, el
peso, el estado fisico general del paciente, etc., y se pueden determinar caso por caso. La cantidad también puede
variar segun otros componentes de un protocolo de tratamiento (p.ej., la administracién de otros medicamentos, etc.).
En general, una dosis adecuada esta en el intervalo de alrededor de 1 mg/kg a alrededor de 100 mg/kg, y mas
normalmente de alrededor de 2 mg/kg/dia a alrededor de 10 mg/kg. Si se elige una administracion de AON basada en
virus, las dosis adecuadas dependeran de diferentes factores tales como el virus que se emplea, la via de
administracion (intramuscular, intravenosa, intraarterial, u otra), pero puede oscilar en general de 10e9 a 10e15
particulas virales/kg. Los expertos en la técnica reconoceran que tales parametros se determinan normalmente durante
los ensayos clinicos. Ademas, los expertos en la técnica reconoceran que, aunque los sintomas de la enfermedad se
pueden aliviar completamente mediante los tratamientos descritos en la presente memoria, esto no siempre es asi.
Incluso un alivio parcial o intermitente de los sintomas puede ser muy beneficioso para el receptor. Ademas, el
tratamiento del paciente puede ser en una Unica vez (con AONs modificados o vectores de AAV), o al paciente se le
administra el AON en mudltiples ocasiones, que pueden tener, dependiendo de los resultados obtenidos, una
separacion de varios dias, varias semanas, o varios meses, o incluso varios afos.

Los métodos descritos en la presente memoria se pueden implementar de cualquiera de varias maneras diferentes.
Por ejemplo, los AONs de la presente invencion se pueden administrar junto con AONs disefiados para eliminar otros
exones, o siARNs, o miARNs (p.ej. en una Unica mezcla, o en mezclas diferentes pero administradas en un corto
intervalo de tiempo, tal como una directamente después de la otra, en cualquier orden, con solamente unos pocos
minutos u horas entre administraciones). También se pueden administrar, como se describi6é anteriormente, junto con

7



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 806 087 T3

un vector que codifica una proteina SOD1 exdgena, preferentemente una proteina SOD1 humana, cuya secuencia
codificante se ha disefiado para hacer que su mARN codificado sea resistente a la omision de exones inducida por el
AON.

En un aspecto adicional, la descripcion se refiere a un kit de partes, que comprende:
- un AON de la presente invencion, o un vector que codifica dicho AON, como se describié anteriormente; y

- un vector que codifica una proteina SOD1 de tipo natural (tal como una proteina SOD1 humana de tipo natural, cuya
secuencia codificante esta disefiada para hacer que el mARN codificado sea resistente a la omisién de exones inducida
por el AON;

para su uso simultaneo, separado o secuencial en una terapia citostatica.

Los aspectos y ventajas adicionales de la presente invencién se describiran en la siguiente seccién experimental, que
se considerard ilustrativa solamente, y no limitante del alcance de esta solicitud.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Representacion gréafica de un motivo ESE potencial predicho mediante ESEfinder en el exén 2-hSOD1. Los
valores umbrales se definen por defecto mediante el programa informatico. SRF1 (SF2/ASF): 1,956; SRF1 (IgM-
BRCAT1): 1,867; SRF2 (SC35): 2,382; SRF5 (SRp40): 2,67; SRF6 (SRp55): 2,676.

Figura 2: RT-PCR de células 293T transfectadas con AON.
Figura 3: Secuenciacion de la forma omitida.

Figura 4: Expresion de mARN de hSOD1 de longitud completa en las células transfectadas. Porcentaje de reduccion
de hSOD1 de cada AON, en comparacion con las células sin tratar: AON1: 85%; AON2: 55%; AON3: 75%; AON4:
81%. Los datos son la media +/- EEM (n = 3). **P < 0,01, ***P < 0,005, determinados mediante la prueba t de Student
en comparacioén con las células sin tratar.

Figura 5: RT-PCR de extractos de médula espinal (ME) de ratones SOD1%%4 g los que se inyectaron directamente en
la médula espinal (ME) 4,7x10'2 gv/kg de AAV10-U7-hSOD1 o AAV10-U7-CTR.

Figura 6: Q-RT-PCR de mARN de hSOD1 de longitud completa en extractos de ME de ratones SOD1G%* a los que
se inyectd directamente en la ME. A dos ratones se les inyectaron 4,7x10'2 gv/kg de AAV10-U7-CTR: n.2 y n.5; a tres
ratones se les inyect6 la misma dosis de AAV10-U7-hSOD1: n.6, n.8 y n.9.

Figura 7: (a) Anélisis de transferencia de Western de la expresion de la proteina hSOD1 en ratones SOD1%A 3 |os
que se inyectaron en la ME 4,7x10'2 gv/kg de AAV10-U7-hSOD1 (n=3) y la misma dosis de AAV10-U7-CTR (n=3). Se
uso alfa-tubulina como control de carga. (b) Analisis densitométrico de los niveles de proteina. Los datos son la media
+/- EEM (n = 3). **P < 0,01, determinado mediante la prueba t de Student en comparacién con la médula espinal
infectada con AAV10-U7-CTR.

Figura 8: Fotografia representativa de ratones SOD19%A a los que se inyectaron en el momento del parto en el
ventriculo lateral (ICV) y la vena temporal (V) 6x10'* gv/kg de AAV10-U7-hSOD1. Se muestra un ratdn de tipo natural
(TN) de igual edad (191 dias) como control.

Figura 9: (a) Representacion esquematica de un vector de AAV de "borrado-sustitucion” que expresa simultaneamente
el oligonucleétido antisentido U7-hSOD1 (bajo control del promotor de U7), y el Flag-hSOD1opt o el hSOD1opt-Flag
(bajo control del promotor de PGK): AAV-U7-hSOD1-Flag-hSOD10opt 0 AAV-U7-hSOD1-hSOD10opt-Flag

(b) Células HEK-293T cultivadas representativas tratadas mediante GFP-inmunofluorescencia 48 horas tras la
transfeccion con el vector de control de AAV-U7-hSOD1-GFP (derecha). El panel izquierdo representa una imagen de
contraste de fases de las células. (c) Analisis de transferencia de Western del marcador Flag en células HEK-293 48
horas tras la transfeccion con el AAV-U7-CTR-Flag-hSOD1opt, el AAV-U7-hSOD1-Flag-hSOD1opt, o el vector de
control AAV-U7-hSOD1-GFP, y en células sin transfectar. Se us6 actina como control de carga.

Ejemplos

Ejemplo 1: Silenciamiento de hSOD1 y mejora de la supervivencia en ratones con ELA
Materiales y métodos

Cepas de ratones (animales), electroporacion in vivo y vectores de virus adenoasociados (AAV)

El cuidado de los animales siguié las directrices europeas para el cuidado y uso de animales experimentales. Se
adquirieron ratones SOD1%9A con un alto nimero de copias, B6SJL-Tg (SOD1*G93A)1Gur/J (JACKSON n2 SN 2726)
de Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME).
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Células

Se cultivaron células HEK-293T en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que contuvo un 10% de suero
bovino fetal (FBS) y 1% de penicilina/estreptomicina a 37 °C en un 5% de CO2. Se adquirieron AONs de fosforotioato
de 2'-O-metilo (2'0OMePS) de Eurogentec y se resuspendieron en agua exenta de RNAsa a una concentracion final de
1 ug/ul. Se transfectaron 5 ug de cada AON con Oligofectamina (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
48 horas tras la transfeccién se recogieron las células para la extraccién del ARN.

Extraccion de ARN, transcripcion inversa, RT-PCR y qRT-PCR

Se extrajo el ARN total de las células o de médulas espinales recién congeladas con el kit de extraccion de ARN
NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel), segun el protocolo del fabricante. Se sintetizé6 cADN a partir de 1 pg de ARN
total mediante el uso de oligo (dT) y cebadores hexaméricos aleatorios, segun el protocolo del kit de sintesis de cADN
iScript (Biorad). Para investigar la presencia del exén 2 en el mMARN de SOD1 humana, se llevé a cabo un andlisis
mediante RT-PCR de 200 ng de cADN, mediante el uso de los siguientes cebadores:

Cebador Fw1, que coincide con el exén 1 de SOD1 humana: 5'-CTAGCGAGTTATGGCGAC-3' (SEQ ID N¢:5); Cebador
Rev 4/5, que coincide con el (limite del exén 4 - exd6n 5) de la SOD1 humana : 5-GCCAATGATGCAATGGTCTC-3'
(SEQ ID N2:6).

Se llev a cabo una PCR en tiempo real TagMan (Q-RT-PCR) mediante el uso del sistema DNA Engine Opticon 2
(Biorad). Se amplificaron 100 ng de cADN en 10 pl de la Mezcla Maestra de PCR Universal TagMan 2X (Life
Technologies), con 1 pl del ensayo de expresion génica FAM TagMan para SOD1 humana (Hs00533490m1, Life
Technologies) y 1 ul del ensayo de expresion génica VIC TagMan para GAPDH humana (Hs03929097_g1, Life
Technologies) o para el analisis in vivo de Ipo8 de ratén (Mm01255158_m1, Life Technologies) como control
enddgeno. Las reacciones se incubaron 1 min a 60 °C, 10 min a 95 °C, seguido de 39 ciclos de 15 mina 95 °C y 1
min a 60 °C. Se calcul6 el nimero de copias de hSOD1 mediante el uso del método delta Ct/delta Ct. Los andlisis se
llevaron a cabo con el sistema DNA Engine Opticon® 2 (Biorad).

Vectores

Las secuencias de ADN que corresponden a los dos AONs de mejor rendimiento se clonaron en el pAAVsc_U7DTex23
(amablemente proporcionado por GENETHON, Evry, Francia), mediante el uso de mutagénesis mediada por PCR,
como ya se describi6 (Goyenvalle et al., 2004). Las particulas virales, scAAV de serotipo 10, se han producido
mediante el uso del método de tri-transfeccién, como se describié previamente en Dominguez et al. (Dominguez et
al., 2011). Los titulos del vector se determinaron mediante Q-RT-PCR de los ITRs; los titulos se expresaron como el
genoma viral (gv)/ml.

Inyecciones

Para la inyeccion en la médula espinal de ratones adultos, se usaron ratones de 50 dias de edad. Los ratones se
anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de una mezcla de ketamina/xilazina (100 mg/kg de Ketamina, 16 mg/kg
de Xilazina; 0,1 ml por 10 gramos de peso corporal). Las inyecciones se llevaron a cabo como se informé en Raoul et
al. 2005 (Raoul et al., 2005). Se inyecté un volumen total de 10 pl (5 pl por sitio) que contenia 9,5x10e10 de gv
(4,7x10e12 de gv/Kg) de cada vector en cada ratén.

Para la inyeccion en ratones recién nacidos, se utilizaron crias del dia postnatal 1. Las inyecciones se llevaron a cabo
combinando inyecciones intracerebroventriculares (ICV) e intravenosas (IV) (como se describe en Barkats, Voit,
Patente WO2013190059 (A1) - 27-12-2013). Se ha inyectado un volumen total de 80 pl que contenia 7,6x10e11 de gv
(6x10e14 de gv/kg) en cada raton. Se inyectaron 10 pl de disolucion viral directamente en los ventriculos laterales, y
se administraron 70 pl en la vena frontotemporal.

Analisis de transferencia de Western

Se homogeneizaron médulas espinales recién congeladas y se prepararon lisados de proteinas mediante el uso del
tampon de lisis (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM, 0,5% de desoxicolato sodico, 1% de NP40, 1% de SDS) suministrado
con el coctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche Diagnostics). Los extractos de proteinas se
cuantificaron mediante un ensayo de proteinas DC (BioRad). Se separaron 30 ug en un gel de poliacrilamida del 12%
(Criterion XT 10% bis-Tris, Biorad), y se analizé mediante transferencia de Western con los siguientes anticuerpos:
anti-a-tubulina (T5168, Sigma Aldrich); anti-SOD1 humana (sc-8636, Santa Cruz Biotechnology). Los antisueros
conjugados a peroxidasa hacia Igs de raton y conejo se adquirieron de Amersham Pharmacia Biotech. Las
transferencias de Western se revelaron mediante el uso del kit SuperSignal West Dura (Thermoscientific). El analisis
densitométrico se llevo a cabo mediante el uso del programa informatico Image J.

Resultados
1) Disefio de AONs

Para inducir la omisiéon de exones en el gen de SOD1 humana, se disefiaron ARN-AONs para interferir con el sitio
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aceptor de corte y empalme (SA) o con las secuencias potenciadoras del corte y empalme de exones (ESE) del pre-
mARN de SOD1 humana. El gen de SOD1 humana esta compuesto de 5 exones, y se plane6 inducir la omisién del
exon 2. De hecho, la omision del exén 2 del pre-mARN de SOD1 induce un desplazamiento del marco de lectura que
produce un cADN truncado que da como resultado un codén de parada prematuro (TGA) en el exén 4. Para optimizar
la omision del exon 2, se disefiaron secuencias de AON que seleccionaban como objetivo la secuencia del SA en el
intron 1 y, debido a que se ha informado que seleccionar como objetivo las secuencias ESE puede representar una
ventaja respecto de SA (Goyenvalle et al., 2004), también se disefiaron AONs que seleccionaban como objetivo las
secuencias ESE del exén 2. Los ESEs son secuencias internas en los exones que facilitan el corte y empalme uniendo
proteinas ricas en Ser-Arg (SR) (Cartegni et al., 2002). Para determinar estas secuencias se us6 el programa
informatico ESEfinder, que predice los sitios de union para las cuatro proteinas SR mas abundantes (SF2/ASF, SC35,
SRp40, y SRp55). En la Fig. 1 se muestran las secuencias ESE potenciales en el exon 2.

Una vez que se identificaron las supuestas secuencias objetivo, se disefiaron 4 AONs para omitir de manera especifica
el exén 2 de la SOD1 humana, siguiendo las reglas especificas publicadas por Aartsma-Rus et al. (Aartsma-Rus et
al., 2009). Por lo tanto, cada AON (Tabla 1) se disei6 para que tuviera una longitud de 20 nucleétidos, se seleccionaron
los AONs con la Tm mas alta y se determiné la energia libre de la estructura secundaria predicha de los AONs y el
exon objetivo, mediante el uso del programa informatico RNAstructure 5.3. También se selecciond una secuencia de
AONs aleatorizada como control negativo (AON-CTR). Control de secuencia: 5 GCUCAUUCGCUUUCAUUCUU
3'(SEQ ID N2:7).

2) Seleccion in vitro de los AONs

Se seleccionaron los AONs éptimos basandose en su eficacia para reducir los niveles de mARN de hSOD1 tras la
transfeccion en células HEK-293T. Para optimizar la transfeccion celular, se usaron AONs modificados quimicamente
con fosforotioato de 2'-O-metilo (2'OMePS) (Eurogentec), ya que esta modificacion confiere una resistencia
considerable a la degradacion por nucleasas y RNasa H (Aartsma-Rus et al., 2009). Como control se usé el AON
marcado con fluorescencia (FAM) aleatorizado que también se ha usado como control de la eficacia de la transfeccion
en cada experimento. Tras el andlisis mediante RT-PCR se observo el producto de PCR que correspondi6 a la longitud
completa (355 pb) del mMARN de SOD1 humana en todas las muestras. En las células transfectadas con los AONs de
SOD1 se observé un producto de 258 pb adicionales, que correspondi6 a la forma con omision del Exén 2 (Fig. 2).
Después de secuenciar los productos de PCR, se confirmé la omision del exon 2 en el mARN de SOD1 humana que
correspondié a la banda pequefia de 258 pb (Fig. 3), con la produccién de un codén de parada prematuro en el exén
4. Se concluyé que los AONs seleccionados fueron capaces de inducir la omision del exdén 2 de SOD1 humana.

Para identificar la secuencia mas eficaz desde el punto de vista de la reduccion de los niveles de mMARN de SOD1
humana, se ha cuantificado la expresién del mMARN de SOD1 de longitud completa mediante PCR en tiempo real
mediante el uso del método TagMan (Fig. 4).

Los AON1 y AON4 mostraron la eficacia mas alta desde el punto de vista de la reduccion del mMARN de SOD1 humana
(85% y 81%, respectivamente). Por lo tanto, se seleccionaron estos dos AONs para clonarlos juntos en una fusién con
la secuencia U7snRNA en el esqueleto de scAAV. La secuencia anadida al promotor U7 es:
CCCACACCTTCACTGGTCCACCATGCAGGCCTTCAGTCAG (SEQ ID N2:8)

La secuencia completa, U7+Antisentido es:
TAACAACATAGGAGCTGTGATTGGCTGTTTTCAGCCAATCAGCACTGACTCATTT
GCATAGCCTTTACAAGCGGTCACAAACTCAAGAAACGAGCGGTTTTAATAGTCTT
TTAGAATATTGTTTATCGAACCGAATAAGGAACTGTGCTITGTGATTCACATATC
AGTGGAGGGGTGTGGAAATGGCACCTTGATCTCACCCTCATCGAAAGTGGAGTTG
ATGTCCTTCCCTGGCTCGCTACAGACGCACTTCCGCAAGCCCACACCTTCACTGOT
CCACCATGCAGGCCTTCAGTCAGAATTTITGGAGCAGGTTTTCTGACTTCGGTCG
GAAAACCCCTCCCAATTTCACTGGTCTACAATGAAAGCAAAACAGTTCTCTTCCC
CGCTCCCCGOGTGTGTGAGAGGGGCTTTGATCCTTCTCTGGTTTCCTAGGAAACGC
GTATGTG (SEQ ID NO:9),

3) Produccién de scAAV10-U7-hSOD1

El U7snRNA normalmente esté implicado en el procesamiento del extremo 3' del pre-mARN de las histonas, pero se
puede convertir en una herramienta versatil para la modulacién del corte y empalme mediante un pequefio cambio en
el sitio de union para las proteinas Sm/Lsm (U7 smOpt) (Schumperli y Pillai, 2004). La secuencia antisentido,
incrustada en una particula de snRNP, se protege por tanto de la degradacion y se acumula en el nacleo, donde se

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 806 087 T3

da el corte y empalme. Para administrar AONs a ratones SOD1%%%A, se ha usado el casete U7 descrito por D.
Schumperli (Schumperli y Pillai, 2004). Consiste en el promotor de U7 natural (posicion -267 a +1), el snARN de U7
smOpt y la secuencia posterior a la posiciéon 116. Este casete se ha colocado entre las repeticiones terminales
invertidas (ITR) de un esqueleto de scAAV, y la secuencia natural de 18 nt complementaria a los pre-mARNs de
histonas en U7smOpt se ha sustituido por las dos secuencias de AONs de 20 nt seleccionadas (y una secuencia de
control, CTR; descrita en Pietri-Rouxel, 2009 et al.), y se produjeron las particulas virales correspondientes
(concretamente AAV10-U7-CTR y AAV10-U7-hSOD1).

4) Omisién de exones de hSOD1 in vivo en ratones SOD1G94

Para analizar su eficacia en la reduccion de los niveles de ARN de hSOD1, AAV10-U7-CTL y AAV10-U7-hSOD1 se
inyectaron directamente en la médula espinal de ratones SOD%%4 de 50 dias de edad (n=3 para AAV10-U7-hSOD1 y
n=2 para AAV10-U7-CTR). Cuatro semanas tras la inyeccién, se exirajeron las médulas espinales y se analiz6 la
omision del exén 2 en los mMARNs de SOD mediante el uso de RT-PCR (Fig. 5). También se estudi6 la expresion de
SOD1 humana mediante analisis de PCR en tiempo real como se describié en los experimentos in vitro previos (Fig.
6). Como se esperaba, la forma con omision del exén 2 se observé solamente en las médulas espinales de los animales
a los que se inyectd AAV10-U7-hSOD1 (Fig. 5), con una reduccién de mas del 80% del mARN de hSOD1 de longitud
completa (Fig. 6).

De forma similar a los analisis de ARN, el efecto de la omision del exén 2 se analiz6 adicionalmente a nivel de proteinas
un mes tras la inyeccion del control y los vectores de AAV de U7-hSOD1 en la médula espinal de ratones SODG%A
(n=3 en cada grupo). El analisis mediante transferencia de Western mostré una reduccién del 70% de la proteina
hSOD1 en la médula espinal de los 3 ratones a los que se inyecté6 AAV10-U7-hSOD1 en comparacién con los controles
(Fig. 7).

Después se investigd el efecto terapéutico potencial del vector AAV10-U7-hSOD1 en ratones con ELA mediante
inyecciones combinadas intravenosas (IV) e intracerebroventriculares (ICV) en ratones SODG%A presintomaticos para
conseguir una reduccion de hSOD1 tanto central como sistémica (inyecciones en P1; n=4 con 6x10e14 de gv/kg de
AAV10-U7-hSOD1 y n=3 con la misma dosis de AAV10-U7-CTR).

La supervivencia de los cuatro ratones a los que se inyect6 AAV10-U7-hSOD1 se incrementé significativamente en
comparacioén con los ratones a los que se inyectd el control, y la supervivencia media fue de 260 dias, frente a 128
dias en los controles sin inyeccién (Fig. 7). Esta prolongacién de la supervivencia (de hasta un 134%) es la mas alta
informada hasta la fecha en ratones con ELA asociada a SOD1, lo que sugiere la originalidad y superioridad de esta
aproximacién molecular.

Conclusién

Este estudio es un proyecto traslacional dirigido a identificar los tratamientos de terapia génica mas eficaces para la
ELA familiar. La coadministracion de scAAV10 en el torrente sanguineo y el SNC (Co-IV/ICV) es una aproximacion
potente para la administracion génica generalizada en la médula espinal y en todo el cuerpo. La combinacion de la
transferencia génica de AAV10 Co-IV/ICV con la estrategia de omision de exones eficaz permite un silenciamiento
intenso de hSOD1 y media en la prolongacién de la supervivencia mas alta informada hasta la fecha en roedores con
ELA. Como comparacion, el ensayo clinico Cleveland/ISIS que usa la infusion cerebral de ASOs se basa en una
prolongacién del 9,1% de la supervivencia de ratas (Smith et al., 2006), y recientemente el equipo de Kaspar ha
publicado una supervivencia incrementada en un 38% mediante el uso de AAV9-shRNA (Foust et al., 2013).

Estos resultados preliminares ofrecen nuevas posibilidades realistas incluso para incrementar adicionalmente la
supervivencia de ratones con ELA, y se podrian trasladar directamente al desarrollo clinico en un futuro préximo.

Los resultados presentados en el Ejemplo 1 mostraron que la inyeccion de AAV10-U7-hSOD1 proporciond un beneficio
terapéutico considerable en ratones SOD1%93A silenciando hSOD1.

Ejemplo 2: Estrategia de "borrado-sustitucion”

El beneficio terapéutico de la administracion de AAV10-U7-hSOD1 se podria mejorar mediante la expresion adicional
de la proteina hSOD1 de tipo natural. De hecho, la administracion de AAV10-U7-hSOD1, que no selecciona como
objetivo especificamente la forma mutada del mMARN de SOD1 humana, también podria inducir el silenciamiento de la
proteina SOD1 de tipo natural enddgena, y de ese modo se desencadenarian efectos secundarios potenciales. El
silenciamiento de la SOD1 de tipo natural endégena mediante AAV10-U7-hSOD1 se podria compensar introduciendo
en este vector una secuencia de SOD1 de tipo natural que comprendiese mutaciones "silenciosas" para evitar la
omision de exones.

La siguiente seccion presenta datos a este respecto.
Materiales y Métodos

Vectores
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Las secuencias de ADN que codifican el HSOD1opt con el marcador Flag en el extremo N terminal o C terminal se
sintetizaron mediante GeneArt (Life Technologies), y se clonaron inicialmente mediante digestion enzimatica en un
vector pAAV vacio disponible en el laboratorio que portaba el promotor de fosfoglicerato quinasa (PGK), un intrén de
B-globina quimérica, un Unico sitio de restriccion de Nhe |, y la sefial de terminacion del virus simio 40 (SV40). El
casete que contenia el hSOD1opt bajo control del promotor de PGK se cloné mediante PCR en el vector pAAV-U7-
SOD1 o el pAAV-U7-CTR, antes del promotor de U7 y en dos direcciones. Con el mismo método se inserto la PGK-
GFP, amplificada a partir de un plasmido disponible en el laboratorio, en cada pAAV-U7, como control.

Se proporciona la nomenclatura de los vectores en la siguiente tabla:

Nombre del vector Descripcion

Vectores para la estrategia de borrado/sustitucion

pAAV-U7-hSOD 1-Flag-hSOD1opt | AAV-U7-hSDO1 que co-expresa PGK-hSOD1opt con Flag en el extremo
N-terminal

pAAV-U7-hSOD1-hSOD1opt-Flag AAV-U7-hSOD1 que co-expresa PGK-hSOD1opt con Flag en el extremo

C-terminal

Vectores de control

pAAV-U7-CTR-Flag-hSOD1opt AAV-U7-CTR que co-expresa PGK-hSOD1opt con Flag en el extremo N-
terminal

pAAV-U7-CTR-hSOD1opt-Flag AAV-U7-CTR que co-expresa PGK-hSOD1opt con Flag en el extremo C-
terminal

pAAV-U7-hSOD1-GFP AAV-U7-hSDO1 que co-expresa PGK-GFP

pAAV-U7-hSOD1-GFP AAV-U7-CTR que co-expresa PGK-GFP

Células

Se transfectaron 2 ug de cada plasmido con Lipofectamina y Reactivo Plus (Life Technologies) en medio OPTIMEM
(Life Technologies) sin FBS (segun las instrucciones del fabricante). Después de 3 horas a 37 °C en un 5% de COz,
la transfeccién se par6 con la adicion de DMEM con un 10% de FBS.

Analisis de transferencia de Western

Las células se recogieron 48 h tras la transfeccion; se prepararon lisados de proteinas como se describe en el Ejemplo
1. Se llevé a cabo la transferencia de Western con los siguientes anticuerpos: anti-Flag M2 (Sigma) y anti-actina
(Sigma). Los antisueros conjugados a peroxidasa hacia Igs de ratén y conejo se adquirieron de Amersham Pharmacia
Biotech. Las transferencias de Western se revelaron mediante el uso del kit SuperSignal West Dura (Thermoscientific).

Resultados

Para obtener tanto la inhibicién de la hSOD1 mutada téxica como la expresion de una proteina hSOD1 funcional, se
concibié una estrategia de "borrado-sustituciéon”, en la que al vector pAAV-U7-hSOD1 de silenciamiento se le
proporcioné un cADN de hSOD1 exdgena para la expresion de la SOD1 de tipo natural. La secuencia codificante de
hSOD1 de tipo natural (hSOD1opt) se disefid para que portase un nimero maximo de emparejamientos incorrectos
con la secuencia antisentido para que fuera resistente a la accion de U7-antisentido (GeneArt, Life Technologies).
Para permitir la identificacion de la proteina hSOD1 exdgena, se fusioné un péptido marcador Flag al cADN. Debido a
que la posicion C- o N-terminal de Flag podria tener efectos sobre la expresién y/o funcién de hSOD1opt, se afadié
en el extremo N-terminal (Flag-hSOD10pt) o C-terminal (hSOD10opt-Flag) de la proteina. La secuencia se coloco bajo
control del promotor de fosfoglicerato quinasa (PGK), en la misma direccién que el promotor de U7 o en la direccién
opuesta. Los vectores de AAV terapéuticos finales, AAV-U7-hSOD1-Flag-hSOD1opt y AAV-U7-hSOD1-Flag, se
muestran en la Fig. 9. Una secuencia que codificaba la proteina fluorescente verde (GFP), colocada bajo control del
promotor de PGK, también se insert6 en los vectores pAAV-U7 como control (pAAV-U7-hSOD1-GFP).

Para investigar si estos nuevos vectores de silenciamiento de AAV-U7 podrian inducir simultdneamente la expresion
de hSOD1, primero se transfectaron células renales embrionarias humanas (HEK-293T) con pAAV-U7-hSOD1-GFP y
se investigd la expresion de GFP 48 horas mas tarde mediante imagenologia en vivo con un microscopio de
epifluorescencia (Fig. 9b). Los resultados de fluorescencia de GFP indicaron que los dos vectores que portaban tanto
la molécula U7 (U7-SOD1 o U7-CTR) como el casete de expresion de GFP fueron eficaces para la produccion de la
proteina. Ademas, la expresién de hSOD1opt se estudié mediante analisis de transferencia de Western del marcador
Flag en lisados celulares 48 h tras la transfeccion (Fig. 9¢), lo que reveld la sintesis eficaz de la proteina hSOD10opt
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marcada.

En conjunto, estos datos mostraron que se pueden disefiar AONs que inducen la omisiéon de exones en una forma
mutada del mARN de hSOD1 para disminuir intensamente los niveles de la proteina hSOD1, y que la expresién
concomitante de una proteina hSOD1 exdgena se puede llevar a cabo mediante el uso de una secuencia codificante
optimizada.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> ASSOCIATION INSTITUT DE MYOLOGIE ET AL.

<120> TRATAMIENTO DE LA ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

<130> B1849PC00

<160> 14

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 20
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> AON1

<400> 1
cccacaccuu cacuggucca

<210>2
<211> 20
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> AON2

<400> 2
ggccuucagu caguccuuua

<210> 3
<211> 20
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> AON3

<400> 3
cugguccauu acuuuccuuu

<210>4
<211> 20
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> AON4

<400> 4
ccaugcaggc cuucagucag

<210>5
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador
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<400> 5

ctagcgagtt atggcgac

<210>6
<211> 20
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador

<400> 6

gccaatgatg caatggtctc

<210>7
<211> 20
<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> AON de control

<400>7

gcucauucgc uuucauucuu

<210> 8
<211>40
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> fusion de AON

<400> 8

18

20

20
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cccacacctt cactggtcca ccatgcaggce cticagtcag 40

<210>9
<211> 448
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> U7 + AON

<400>9

taacaacata
gcctttacaa
gtttatcgaa
aaatggcacc
acagacgcac
atttttggag
aatgaaagca

ctctggttte

<210> 10
<211> 465
<212> ADN

ggagctgtga
gcggtcacaa
ccgaataagg
ttgatctcac
ttccgcaage
caggttttct
aaacagttct

ctaggaaacg

<213> homo sapiens

<400> 10

ttggctgttt
actcaagaaa
aactgtgctt
cctcatcgaa
ccacaccttc
gacttcggtc
cttceceeget

cgtatgtg

tcagccaatc
cgagcggttt
tgtgattcac
agtggagttg
actggtccac
ggaaaacccce

cceeggtgtg

agcactgact
taatagtctt
atatcagtgg
atgtccttecce
catgcaggcc

tcccaattte

tgagaggggc

16

catttgcata
ttagaatatt
aggggtgtgg
ctggcteget
ttcagtcaga
actggtctac

tttgatccectt

60

120

180

240

300

360

420

448
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atggcgacga
ttcgagcaga
gaaggcctge
gcaggtccte
catgttggag
gaagattctg
catgaaaaag

gctggaagtc

<210> 11
<211> 459
<212> ADN

<213> artificial

<220>

aggccgtgtg
aggaaagtaa
atggattcca
actttaatcc
acttgggcaa
tgatctcact
cagatgactt

gtttggcecttg

cgtgctgaag
tggaccagtg
tgttcatgag
tctatccaga
tgtgactgct
ctcaggagac
gggcaaaggt

tggtgtaatt
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ggcgacggcce
aaggtgtggg
tttggagata
aaacacggtg
gacaaagatg
cattgcatca
ggaaatgaag

gggatcgccce

cagtgcaggg
gaagcattaa
atacagcagg
ggccaaagga
gtgtggccga
ttggcecgecac
aaagtacaaa

aataa

<223> gen que codifica hSOD1 con mutaciones silenciosas

<400> 11
gccaccaagg

gagcagaaag
ggactccacg
ggccctcact
gtgggcgatc
gacagcgtga
gagaaggccg
ggcagcagac
<210> 12

<211> 468
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ccgtgtgegt
aaagcaacgg
gcttccacgt
tcaacccect
tgggcaatgt
tcagcctgag
atgacctggg

tggcctgtgg

gctgaagggg
ccctgtcaaa
gcacgagttc
gtccagaaaa
gaccgccgac
cggcgaccac
caagggcggce

cgtgatcgga

gatggacctg
gtctggggca
ggcgataata
cacggcggac
aaagatggcg
tgcatcatcg
aacgaggaaa

atcgctcaa

tgcagggcat
gcatcaaggg
ccgecggetg
ccaaggacga
tggccgacgt
gcagaaccct

gcaccaagac

catcatcaat
aggactgact
ctgtaccagt
tgaagagagg
tgtgtctatt
actggtggtc

gacaggaaac

catcaacttc
cctcacagag
tacctctgece
ggaacggcac
gtccatcgag
ggtggtgcac

aggcaacgcc

60

120

180

240

300

360

420

465

60

120

180

240

300

360

420

459

<223> secuencia que codifica hSOD1 con mutaciones silenciosas + codones de inicio y parada

<400> 12

atggccacca
ttcgagcaga
gagggactcc
gccggcececte
cacgtgggcg
gaggacagcg
cacgagaagg
gccggcagcea
<210> 13

<211> 489
<212> ADN

aggccgtgtg
aagaaagcaa
acggcttcca
acttcaaccc
atctgggcaa
tgatcagcct
ccgatgacct

gactggcctg

cgtgctgaag
cggcectgte
cgtgcacgag
cctgtccaga
tgtgaccgcecc
gagcggcgac
gggcaagggc

tggcgtgatce

ggggatggac
aaagtctggg
ttcggcgata
aaacacggcg
gacaaagatg
cactgcatca
ggcaacgagg

ggaatcgctce

ctgtgcaggg
gcagcatcaa
ataccgecegg
gacccaagga
gcgtggecga
tcggcagaac
aaagcaccaa

aatgatga

17

catcatcaac
gggcctcaca
ctgtacctct
cgaggaacgg
cgtgtccatc
cctggtggtg

gacaggcaac
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180

240

300

360

420

468
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<213> artificial

<220>

<223> Flag-hSODlopt

<400> 13

atggactaca
ggacctgtge
tggggcagca
gataataccg
ggcggaccca
gatggcgtgg
atcatcggca
gaggaaagca

gctcaatga

<210> 14
<211> 489
<212> ADN

<213> artificial

<220>

aagacgatga
agggcatcat
tcaagggcct
ccggetgtac
aggacgagga
ccgacgtgtce
gaaccctggt

ccaagacagg

<223> hSODIlopt-Flag

<400> 14
atggccacca

ttcgagcaga
gagggactcce
gceggeccte
cacgtgggcg
gaggacagcg
cacgagaagg
gccggcagca

gacaagtga

aggccgtgtg
aagaaagcaa
acggcttcca
acttcaaccc
atctgggcaa
tgatcagecct
ccgatgacct

gactggcctg

cgacaaggcc
caacttcgag
cacagaggga
ctctgecegge
acggcacgtg
catcgaggac
ggtgcacgag

caacgccgge

cgtgctgaag
cggcectgtce
cgtgcacgag
cctgtccaga
tgtgaccgcece
gagcggcgac
gggcaagggc

tggcgtgatc
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accaaggccg
cagaaagaaa
ctccacggcet
cctcacttca
ggcgatctgg
agcgtgatca
aaggccgatg

agcagactgg

ggggatggac
aaagtctggg
ttcggecgata
aaacacggcg
gacaaagatg
cactgcatca
ggcaacgagg

ggaatcgcte

tgtgcgtget
gcaacggccce
tccacgtgea
acccccectgte
gcaatgtgac
gcctgagegg
acctgggcaa

cctgtggegt

ctgtgcaggg
gcagcatcaa
ataccgceegg
gacccaagga
gcgtggecga
tcggcagaac
aaagcaccaa

aagactacaa

18

gaagggggat
tgtcaaagtc
cgagttcgge
cagaaaacac
cgccgacaaa
cgaccactge
gggcggcaac

gatcggaatc

catcatcaac
gggcctcaca
ctgtacctct
cgaggaacgg
cgtgtccatce

cctggtggtg
gacaggcaac

agacgatgac

60

120

180

240

300

360

420

480

489

60

120

180

240

300

360

420

480

489
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucle6tido antisentido que selecciona como objetivo un pre-mARN de SOD1 humana, en el que dicho
oligonucleotido antisentido incluye la SEQ ID N2:1 y/o la SEQ ID N2:4, y en el que dicho oligonucleétido esta adaptado
para inducir la omisién de exones en dicho pre-mARN.

2. El oligonucleétido antisentido segun la reivindicacion 1, en el que dicho oligonucleétido antisentido incluye la
SEQ ID N%1 y la SEQ ID N2:4.

3. El oligonucleétido antisentido segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho oligonucleétido antisentido esta
modificado con un ARN nuclear pequefio tal como el ARN nuclear pequerio de U7.

4. Un vector que comprende el oligonucleétido antisentido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Un vector viral que codifica el oligonucle6tido antisentido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, tal

como un vector de AAV, en particular un vector de AAV9 o AAV10.

6. El vector segun la reivindicacion 4 o 5, en el que dicho vector comprende ademas un casete de expresion
que contiene una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina SOD1 humana, en el que la secuencia de
nucleétidos esta disefiada de forma que el oligonucleétido antisentido no puede inducir la omision de exones en el
pre-mARN codificado por dicha secuencia de nucleétidos.

7. El oligonucleétido antisentido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o el vector segun cualquiera de
las reivindicaciones 4 a 6, para el uso en un método para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica, en particular
en el que dicho oligonucleétido antisentido o dicho vector se destina a la administraciéon por medio de las vias
intravenosa y/o intracerebroventricular.

8. Un acido nucleico que comprende la secuencia como se muestra en SEQ ID N%:11 0 12.
9. Un casete de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 8.
10. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 8 o el casete de expresion de la reivindicacion

9, en particular en el que dicho vector es un plasmido o un vector viral.

11. Una célula hospedadora transformada con un vector segun la reivindicacién 10, en particular en la que dicha
célula es una célula eucarittica o procariotica.

12. La célula hospedadora segun la reivindicacion 11, que es una célula de mamifero, humano o no humano,
con la condiciéon de que cuando la célula es una célula humana, dicha célula no es una célula madre embrionaria
humana y no es parte del cuerpo humano.
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