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DESCRIPCION
Métodos de tratamiento para la fibrosis dirigidos a SMOC2
Reivindicacidn de prioridad

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud provisional estadounidense N.° 62/299.618, presentada el 25 de
febrero de 2016.

Investigacién o desarrollo patrocinados por el gobierno federal

Esta invencion se ha realizado con apoyo del Gobierno en virtud de la Subvencion N.° ES017543 concedida por los
Institutos Nacionales de Salud. ElI Gobierno tiene ciertos derechos sobre la invencién.

Campo técnico

En esta especificacién se describen los agentes que se dirigen a la proteina modular secretada de unién al calcio 2
(SMOC2) para el uso en métodos de tratamiento de la fibrosis, por €j., la fibrosis renal.

Antecedentes

La fibrosis es una respuesta de reparacién aberrante a una lesion tisular crénica (1). EI mecanismo de reparacion
relativamente conservado hace de la fibrosis una caracteristica final comun de casi todas las enfermedades
inflamatorias crénicas de 6rganos, contribuyendo a la morbilidad y mortalidad de aproximadamente la mitad del mundo
industrializado (1). El rifidn es conocido por su alta susceptibilidad a las lesiones relacionadas, en parte, con sus
elevadas concentraciones de toxinas filtradas y la predisposicién a la isquemia, asi como a la sepsis, lo que lo hace
especialmente susceptible a la fibrosis (2).

Petersen et al., Kidney International, vol. 73, n.° 6, (2008), paginas 705-715, describe la administracién de GW788388,
un inhibidor de las quinasas receptoras de tipo | y Il de TGF-P, en un modelo de ratén para la nefropatia diabética
avanzada. El estudio demuestra que se previene la regulacién al alza mediada por TGF-P de |la deposicidn excesiva
de ECM renal y, por tanto, hay una reduccion de la fibrosis renal.

Resumen

La proteina secretada modular de unién al calcio 2 (SMOC?2) pertenece a la familia SPARC (Proteina secretada acida
y rica en cisteina) de proteinas matricelulares cuyos miembros son conocidos por modular las interacciones célula-
matriz. Como aqui se informa, SMOC2 se regula al alza en las células epiteliales tubulares renales de ratones y seres
humanos tras una fibrosis. Utilizando ratones manipulados genéticamente con técnicas de sobreexpresion o
knockdown de SMOC2, se demostrdé que SMOC?2 esta criticamente implicada en la progresion de la fibrosis renal. Sin
querer cefiirnos a la teoria, los resultados sugieren que, desde el punto de vista mecanico, SMOC2 activa una transicién
de los fibroblastos a miofibroblastos (FMT) para estimular la formaciéon de fibras contractiles, la proliferacién, la
migracién y la produccién de matriz extracelular. Ademas, la focalizacion de SMOC2 mediante siRNA dio como
resultado la atenuacién de la transicién FMT mediada por TGFp1 in vitro y una mejora de la fibrosis renal en ratones.
Estos hallazgos implican a SMOC2 como una molécula de sefializacion clave en el secretoma patolégico de un rifién
dafiado, y la focalizacion de SMOC2 ofrece una nueva estrategia terapéutica para inhibir la fibrosis renal mediada por
FMT.

Se trata, por tanto, de inhibidores de la proteina secretada modular de unién al calcio 2 (SMOC?2) para el uso en el
tratamiento de la fibrosis renal en un sujeto, donde el inhibidor es un anticuerpo monoclonal o una porcién de unién al
antigeno del mismo que se une especificamente a 0 un acido nucleico inhibidor que focaliza un transcrito de SMOC2.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal o la porcidén de unién a antigeno del mismo es quimérico,
humanizado o totalmente humano.

En algunas realizaciones, el inhibidor es un acido nucleico inhibidor que focaliza un transcrito de SMOC2.

En algunas realizaciones, el acido nucleico inhibidor se selecciona del grupo que consiste en oligonucleotidos
antisentido, pequefios ARN de interferencia (siRNA, por sus siglas en inglés), y pequefios ARN en horquilla (shRNA
por sus siglas en inglés).

En algunas realizaciones, y como se indica en las reivindicaciones, el acido nucleico inhibidor esta modificado, por ej.,
comprende un esqueleto modificado, por €j., un esqueleto de amida o morfolino, o comprende uno o mas nucleodsidos
modificados, por €j., comprende al menos un nucledsido bloqueado.

En algunas realizaciones, el sujeto padece una enfermedad renal cronica, sindrome metabdlico, reflujo vesicoureteral,
fibrosis renal tubulointersticial, diabetes (incluyendo nefropatia diabética) y nefritis glomerular (NG).
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En algunas realizaciones, la NG es glomeruloesclerosis segmentaria focal y glomerulonefritis membranosa o NG
mesangiocapilar.

Salvo que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos aqui utilizados tienen el mismo significado
que comunmente entiende una persona con conocimientos ordinarios en la técnica a la que pertenece esta invencion.
En la presente especificacion se describen los métodos y materiales para el uso de la presente invencion; también
pueden utilizarse otros métodos y materiales adecuados conocidos en la técnica. Los materiales, métodos y ejemplos
son meramente ilustrativos y no pretenden ser limitativos. En caso de conflicto, prevalecera la presente especificacion,
incluyendo las definiciones.

Se desprenderan otras caracteristicas y ventajas de la invenciéon a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
figuras, asi como de las reivindicaciones.

Descripcion de las ilustraciones

Figuras 1A-F. SMOC2 esta altamente regulada en ratones y humanos con fibrosis renal. Se realizé inmunotincion
cuantitativa para SMOC2 y «SMA en secciones de rifion obtenidas de ratones en el dia 7 después de (A) obstruccidn
ureteral unilateral (UUO) o (B) inyeccion de acido folico (AF) (n=5; aumento 20X). Para el modelo de UUO, también se
incluyo tejido del rifién contralateral (CoK) del dia 14. La cuantificacién relativa de la inmunofluorescencia de SMOC2
y aSMA representada en un grafico de cajas, se realizd utilizando imagenes representativas de 5 campos visuales para
cada tejido analizado. (C, D) Técnica de Western blot representativo (n=5/condicidn; Densitometria Figura 7C (UUO) y
7D (AF)) de la expresién de SMOC2, aSMA, colageno 1a1 vy fibronectina utilizando muestras de rifion obtenidas de
ratones sometidos a 7 y 14 dias de UUO o AF. (E) Inmunotincién cuantitativa para SMOC2 y «SMA en rifiones humanos
con fibrosis patologica subyacente a la enfermedad renal crénica (ERC) (n=5) y pacientes no fibréticos (n=5). La
cuantificacion relativa de la inmunofluorescencia de SMOC2 y «SMA representada en un grafico de cajas se realizé
utilizando imagenes representativas de 5 campos visuales para cada tejido analizado. (F) Se midieron los niveles
urinarios de SMOC2 y de la molécula de lesién renal-1 (KIM-1) normalizados en la creatinina urinaria en pacientes con
ERC (n=13) comparado con voluntarios sanos (n=13). Los graficos de caja describen la media (linea dentro de la caja),
los cuartiles superior e inferior (limites de la caja) y los valores minimo y maximo (barras). *P < 0,05 determinado por
la prueba-t. Flechas amarillas, tubulos. Flechas blancas, intersticio.

Figuras 2A-G. Los ratones con sobreexpresion de SMOC2 son mas susceptibles a la fibrosis renal que los ratones de
tipo salvaje. (A) Confirmacién de la sobreexpresién de SMOC?2 en ratones transgénicos SMOC2 (SMOC2 Tg) mediante
PCR (arriba, cebadores especificos para reconocer el inserto Tg) y técnica Western blot (abajo). (B) Western blot
representativo (n=5/condicidn; densitometria en Figura 10B) de «SMA, colageno 1«1, fibronectina y SMOC?2 utilizando
muestras de rifion obtenidas de ratones SMOC2 Tg y tipo salvaje (WT) sometidos a 7 y 14 dias de obstruccién ureteral
unilateral (UUO). (C) Tincidn inmunofluorescente para «SMA en CoK vy rifiones fibréticos de ratones de tipo salvaje
(WT) y SMOC2 Tg el dia 7 tras UUO (n=5/condicién, 5 campos visuales/tejido). (D) Western blot (n=5/condicién;
densitometria en Figura 1 IB) de «SMA, colageno 1a1, fibronectinay SMOC2 utilizando muestras de rifion obtenidas
de ratones SMOC2 Tg vy tipo salvaje (WT) sometidos a 7 y 14 dias de acido félico (AF). (E) Tincién de
immunofluoresencia para «SMA de rifiones normales vy fibroticos de ratones WT y SMOC2 Tg el dia 7 después de AF
(n=5/condicion, 10 campos visuales/tejido). (F) Tincion con rojo Picrosirius (n=5/condicién, 10 campos visuales/tejido)
y tricrémico de Masson (n=5/condicién, 5 campos visuales/tejido) de rifiones tratados con CoK frente a rifiones tratados
con UUO 7 y 14 dias. (G) Tincidn con rojo Picrosirius y tricromico de Masson de riflones normales frente a rifiones
tratados con AF 7 y 14 dias (n=5/condicidon, 5 campos visuales/tejido). Las imagenes de microscopia confocal y optica
se aumentaron por 20X. Las cuantificaciones relativas de las imagenes se representan como graficos de cajas, que
describen la media (linea dentro de la caja), los cuartiles superior € inferior (limites de la caja) y los valores minimo y
maximo (barras). *P < 0,05 (CoK (UUO) o Normal (AF)) y #P < 0,05 (WT en el punto temporal respectivo) determinado
por analisis de varianza (ANOVA) unidireccional con analisis post-hoc de Tukey.

Figuras 3A-G. SMOC2 induce una transicion de fibroblasto a miofibroblasto. (A) La secuencia de ARN se realizo
utilizando rifiones de SMOC2 Tg y ratones WT el dia 7 después del tratamiento con UUO. Se muestran las
visualizaciones del mapa de arbol REVIGO para las categorias de ontologia génica (OG) enriquecidas. Los términos
de OG altamente similares para "componentes celulares" se agrupan y visualizan mediante diferentes colores y
tamafios de los rectangulos utilizando la similitud semantica y los valores-p de enriquecimiento. Western blots de aSMA,
colageno 1a1 y fibronectina de fibroblastos primarios de rifién humano privados de suero (B, n=3/condicién;
densitometria en Figura 12C) y fibroblastos NIH3T3 (C, n=3/condicion; densitometria en Figura 12D) tratados con 10
ng/mL de SMOC2 con/sin TGFB1. (D) Tras 1 h de pretratamiento con anticuerpos, SMOC2 o TGFp1 se traté con células
NIH3T3 privadas de suero durante 24 h y después se comprobaron los marcadores fibréticos convencionales, mientras
que el anticuerpo de integrina 1 se pretratd con células NIH3T3 y luego se traté con SMOC2 (n=3/condicion;
densitometria en Figura 12E). (E) Los fibroblastos de NIH3T3 se transfectaron con SMOC2-MYC, control de vector
vacio o control negativo MGP-MYC y luego se inmunoprecipitaron con un anticuerpo MY C- (arriba) o integrina- (abajo).
Western blots de experimentos de inmunoprecipitacion representativos. (F) Western blot representativo para Fosfo(P)-
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Quinasa de Adhesion Focal (FAK) Y925, Cadena Ligera de P-Miosina (MLC) Serl9 y P-Paxilina Tyrl 18 de células
NIH3T3 tratadas con 10 ng/mL de SMOC2 o 5 ng/mL de TGF1 durante 60 minutos (n=5/condicidn; densitometria en
Figura 12H). (G) Tincion con faloidina de F-Actina después de que las células NIH3T3 fueran tratadas 24 h con 10
ng/mL de SMOC2 o 5 ng/mL de TGFB1 (n=3). Los graficos de caja describen la media (linea dentro de la caja), los
cuartiles superior e inferior (limites de la caja) y los valores minimo y maximo (barras). *P < 0,05 determinado por la
prueba-t.

Figura 3H-M. SMOC2 induce las propiedades de las actividades miofibroblasticas. (H) Visualizacién de mapa de arbol
REVIGO para términos de GO altamente similares que describen "procesos biolégicos" significativamente diferentes
entre SMOC2 Tgy ratones WT. (I) Ensayo de regeneracién celular (scratch) realizado en células NIH3T3 tratadas 24
h con 10 ng/ml de SMOC2. Porcentaje de curacion representado en el grafico (n=5, 3 campos visuales/condicion;
aumento 10X, 50pM). (I) Ensayo de Camara de Boyden realizado en células NIH3T3 tratadas 24 h con 10 ng/ml de
SMOC2. (K) Se trataron células NIH3T3 durante 24 h con/sin 10 ng/mL de SMOC2, luego se tripsinizaron y se
resembraron. Una hora después, se lavaron las células no adheridas y se cuantifico el nimero de células a efectos de
adherencia (n=3). (L) La actividad metabdlica de las células NIH3T3 de control y tratadas con 10 ng/mL de SMOC2 se
midio a lo largo del tiempo mediante el ensayo MTT (n=5). (M) Los fibroblastos de NIH3T3 se trataron 24 h con/sin 10
ng/ml de SMOC2 y la proliferacion celular se evalué mediante marcado EdU y clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS) (n=5). Los graficos de caja describen la media (linea dentro de la caja), los cuartiles superior e
inferior (limites de la caja) y los valores minimo y maximo (barras). *P < 0,05 determinado por la prueba-t.

Figuras 4A-D. La inhibicion genética de SMOC2 limita la fibrosis renal inducida por acido félico en ratones. (A)
Confirmacion de la delecion de SMOC?2 en ratones knockout SMOC2 (SMOC2 KO) mediante PCR (arriba, cebadores
de PCR especificos para reconocer el inserto knock-in) y Western blot (abajo). (D) Western blot representativo
(n=4/grupo; densitometria en Figura 14) de aSMA, colageno 1a1, fibronectina y expresion de SMOC2 utilizando
muestras de rifidn obtenidas el dia 7 de ratones SMOC2 KO y tipo salvaje (WT) sometidos a tratamiento de acido félico
(AF). (C) Tincién de aSMA inmunofluorescente de rifiones de ratones KO y WT al inicio y el dia 7 tras el tratamiento
con AF (n=4/grupo). (D) Tincion tricrémica de Masson de rifilones normales y tratados con AF obtenidos el dia 7 de
ratones KO y WT. La cuantificacién de las imagenes se representa en forma de graficos de caja (n=4/condicion, 10
campos visuales/ratén), que describen la media (linea dentro de la caja), los cuartiles superior e inferior (limites de la
caja) y los valores minimo y maximo (barras). *P < 0,05 (WT normal) y #P <0,05 (WT en tratamiento respectivo)
determinado por analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con analisis post-hoc de Tukey.

Figuras 5A-C. La inhibicién genética de SMOC?2 limita la fibrosis renal inducida por UUO en ratones. (A) Western blot
representativo (n=5/grupo; densitometria en Figura 15) de «SMA, colageno 1a1, fibronectina y expresion de SMOC2
utilizando muestras de rifion obtenidas el dia 7 de ratones SMOC2 KO vy tipo salvaje (WT) sometidos a tratamiento de
UUO. (B) Imagenes (n=3/grupo; 5 campos visuales por cada tejido analizado) de la tincion SMA inmunofluorescente
ode rifiones de KO y WT de ratones normales y dia 7 de ratones sometidos a UUO. La cuantificacion relativa se
representa en un diagrama de cajas como unidades arbitrarias. (D) Tinciéon tricromica de Masson de rifiones normales
y UUO dia 7 de ratones WT y KO. Las imagenes de la tincion tricromica de Masson son representativas de 5-10 campos
visuales de cada tejido analizado. La cuantificacién se representa en un diagrama de cajas como unidades arbitrarias
(ratones n=5-6, 5-10 campos visuales/ratones). Los graficos de caja describen la media (linea dentro de la caja), los
cuartiles superior e inferior (limites de la caja) y los valores minimo y maximo (barras). *P < 0,05 (WT CoK) y #P <0,05
(WT en UUO respectivo) determinado por analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con analisis post-hoc de Tukey.

Figuras 6A-D. El silenciamiento de SMOC2 reduce los marcadores fibréticos inducidos de TGFB1 in vitro y la fibrosis
renal inducida por acido félico en ratones. (A) Esquema del procedimiento experimental para células NIH3T3
transfectadas con siRNA de SMOC2. Tras 24 h de tratamiento con siRNA de SMOC2 o siRNA aleatorizado (ssiRNA),
los fibroblastos NH43T3 se trataron con o sin TGFpB1 durante 24 h. Se realizé un Western blot representativo
(n=3/condicidn; densitometria en Figura 17) para la expresién de SMOC2, «SMA, colageno 1a1 y fibronectina. (B)
Esquema del procedimiento experimental para ratones C57BL/6 inyectados con siRNA o ssiRNA de SMOC2 tratados
con/sin acido félico (AF). Los ratones fueron inyectados por via intravenosa con 30 pg/200uL de siRNA o ssiRNA de
SMOC2 4 horas antes y 2, 4 y 6 dias después de una inyeccion intraperitoneal de 250 mg/kg de AF. Se realizd un
Western blot representativo (n=5/grupo; densitometria en Figura 19) para SMOC2, «SMA, colageno 1a1 y fibronectina.
(C) Tincién inmunofluorescente de aSMA de rifiones obtenidos de ratones al inicio y en el dia 7 después de AF ya sea
tratados con ssiRNA o con ssiRNA de SMOC2 (n=5). (D) Tincién tricromica de Masson de rifiones normales y tratados
con AF obtenidos en el dia 7 tras la administracion de ssiRNA o siRNA de SMOC2. Las imagenes de microscopia optica
y confocal estan aumentadas 20X; barras de escala, 50puM. La cuantificacidén de las imagenes se representa en forma
de grafico de caja (n=5/condicién, 10 campos visuales/ratdn), que describen la media (linea dentro de la caja), los
cuartiles superior € inferior (limites de la caja) y los valores minimo y méaximo (barras). *P < 0,05 (ssiRNA + vehiculo) y
#P < 0,05 (tratamiento respectivo de ssiRNA) determinados por analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con
analisis post-hoc de Tukey.
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Figuras 7A-D. Cuantificacion de la expresién de la proteina SMOC2 junto con marcadores fibréticos. Niveles de SMOC2
en ratones tratados con AF mediante (A) gPCR vy (B) Western blot. Los ratones fueron (C) sometidos a obstruccién
ureteral unilateral (UUO) o (D) tratados con acido félico (AF), por via intraperitoneal, y se sacrificaron a los 7y 14 dias.
Se realizé analisis Western blot en lisados de tejido renal para medir los marcadores fibroticos establecidos como la a-
actina de musculo liso («SMA), colageno 1a1 vy fibronectina. Para el modelo UUO, también se incluyeron lisados de
tejido de rifién contralateral (CoK). Los datos de la densitometria son representativos de las imagenes Western blot de
la Figura IB (UUO) y la Figura IC (AF), que se normalizaron con respecto al modelo simulado/vehiculo y representan
la media = SEM (error estandar de la media) (n = 5 ratones/grupo/punto temporal). *P < 0,05 determinado por la prueba-
t.

Figuras 8A-B. TGFp1 induce la expresiéon de SMOC2 en fibroblastos y células epiteliales. Se incubaron células NIH3T3
(A, n=4) y HPTEC (B, n=3) con 10 ng/mL de TGFp1 durante 24 h. La expresion de proteinas de las dianas indicadas
se determiné mediante Western blot. Los datos de |la densitometria son relativos a los niveles de control, normalizados
mediante GAPDH y representan la media + SEM. *P < 0,05 determinado por la prueba-t.

Figuras 9A-C. Cuantificacion de la expresion de la proteina SMOC2 junto con marcadores fibréticos en ratones de tipo
silvestre y transgénicos SMOC2. (A) Densitometria para la expresién de SMOC2 en ratones SMOC2 Tg y de tipo
salvaje (WT) (n =4). (B) Los ratones SMOC2 Tgy de tipo salvaje (WT) fueron sometidos a obstruccion ureteral unilateral
(UUO), vy la expresidon proteica de las muestras de tejido renal recogidas a los 7 y 14 dias tras la UUO se evalué
mediante Western blot para SMOC2. (C) Se evaluaron ratones SMOC2 Tg y WT tratados con acido félico (AF) y
expresion proteica de aSMA, colageno 1a1, fibronectinay SMOC2 mediante Western blot a partir de muestras de tejido
renal recogidas a los 7 y 14 dias post administracién de AF. La densitometria es representativa de las imagenes
Western blot de la Figura 2B (UUO) y la Figura 2D (AF), que se normalizaron con respecto al modelo simulado/vehiculo
y representan la media £+ SEM (error estandar de la media) (n = 3-4 ratones/grupo/punto temporal). *P < 0,05
determinado por la prueba-t.

Figuras 10A-B. Cuantificacién de los niveles de ARNm y proteina de SMOC2 junto con marcadores fibroticos en ratones
tras la obstruccion ureteral unilateral. Los ratones SMOC2 Tg vy de tipo salvaje (WT) fueron sometidos a obstruccion
ureteral unilateral (UUO) y sacrificados alos 7 y 14 dias. (A) Se realizaron tPCR cuantitativa y (B) analisis de Western
blot en lisados de tejido renal para medir la expresion de «SMA, colageno 1a1, y fibronectina (datos de densitometria
de Western blots de la Figura 2B). También se incluyeron lisados de tejido renal contralateral. La expresién se normalizé
con respecto al gen de mantenimiento de GAPDH y los valores se representan como relaciéon de cambio en la expresion
genética con respecto a la normalidad en el WT. Media + SEM (n=5 ratones/grupo/punto temporal). *P < 0,05 (WT
normal) y #P < 0,05 (WT en el punto temporal respectivo) determinado por analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
con analisis post-hoc de Tukey.

Figuras 11A-B. Cuantificacién de los niveles de ARNm de SMOC2 y proteinas con marcadores fibréticos en ratones
tras la administracidn de acido félico. Los ratones SMOC2 Tg y de tipo salvaje (WT) fueron sometidos a tratamiento
con acido félico (AF), por via intraperitoneal, y luego sacrificados a los 7 y 14 dias. (A) Se realizaron tPCR cuantitativa
y (B) analisis de Western blot en lisados de tejido renal para medir la expresién de «SMA, colageno 1a1, y fibronectina
(datos de densitometria de Western blots de la Figura 2D). Los datos cuantitativos son relativos a los niveles normales
de WT, normalizados mediante GAPDH. Media + SEM (n=5 ratones/grupo/punto temporal). *P < 0,05 (WT normal) y
#P < 0,05 (WT en el punto temporal respectivo) determinado por analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con
analisis post-hoc de Tukey.

Figuras 12A-J. Perfil in vitro de SMOC2 recombinante en células NIH3T3. (A) Células NIH3T3 privadas de suero
tratadas con concentraciones variables de SMOC2 durante 24 horas y posterior medicién de la expresion deaSMA,
colageno 1a1y fibronectina mediante Western blot. (B) Imagenes de Western blot con su respectiva densitometria (n
= 4) que muestran marcadores fibréticos de fibroblastos primarios quiescentes de rifidn humano tratados con 10 ng/mL
de SMOC2 0 5 ng/mL de TGFB1 durante 24 h. (C) Datos de la densitometria de la Figura 3B que muestran el tratamiento
con SMOC2 durante 48 h en fibroblastos primarios de rifion humano (n = 3). (D) En comparacion con TGP profibrotica
(10 ng/mL), los datos de densitometria de la Figura 3C Western blots muestran los niveles de expresion de los
marcadores de miofibroblastos « SMA, colageno 1«1y fibronectina de fibroblastos NIH3T3 privados de suero tratados
durante 24 h con 10 ng/mL de SMOC2 (n = 3). (E) Datos de densitometria que representan el bloqueo de anticuerpos
de la Figura 3D (n = 3). (F) Titulacion (ajuste de dosis) de bloqueo de anticuerpos de células NIH3T3 tratadas con
SMOC2. Imagenes de Western blot con densitometria respectiva (H) que muestran las sefiales fosfoactivadoras
profibréticas Phospho(P)-Focal Adhesion Kinase (FAK) Y925, P-Myosin Light Chain (MLC) Serl9 y P-Paxillin Tyrll8 de
fibroblastos NIH3T3 quiescentes tratados con 10 ng/mL de SMOC2 o 5 ng/mL de TGFB1 durante 45 min (H izquierda,
densitometria; n = 5) y 60 minutos (H derecha, datos de densitometria de Western blots de la Figura 3F; n=5). (J)
Cuantificacion de la densidad de células NIH3T3 en el area de la herida de un ensayo de migracién a lo largo de un
periodo de tiempo. (K) Se midio la actividad metabdlica de las células NIH3T3 tratadas con diversas concentraciones
de SMOC2 a lo largo de un periodo de tiempo mediante el ensayo MTT (n=5). Los datos de la densitometria son
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relativos alos niveles de control, normalizados mediante GAPDH y representan la media £+ SEM. *P < 0,05 determinado
por la prueba-t. #P < 0,05 (Control en punto temporal respectivo).

Figuras 13A-G. Los fibroblastos transfectados de SMOC2 adquieren un fenotipo activo. Cuantificacion de la expresién
de ARN (A) y expresion de proteinas (B) de SMOC2 mediante tPCR y Western blot en células NIH3T3 transfectadas
con pCMV y pCMV-SMOC2. Los datos cuantitativos de rtPCR y densitometria son relativos a los niveles de control de
pCMV, normalizados por GAPDH y representan la media £ SEM (ARN n=3, 2 réplicas técnicas; Proteina n=3). (C) La
actividad metabdlica de las células NIH3T3 transfectadas con control pCMV y pCMV-SMOC2 se midié mediante el
ensayo MTT a lo largo de los dias indicados (n=12/punto temporal, % respecto al dia 1). (D) La influencia de la
transfeccién de SMOC2 sobre los fibroblastos en la cicatrizacién de heridas se analiz6 mediante un ensayo de
regeneracién celular. Células dispersas igualitariamente fueron sometidas a un raspado para evaluar la capacidad de
restauracion entre las células NIH3T3 transfectadas 24 h post-SMOC2 y su control pCMV. La diferencia en la
cicatrizacién se calculé como porcentaje de células transfectadas pCMV-SMOC?2 sobre células transfectadas pCMV.
Las imagenes representativas (10X; barra de escala = 50uM) se tifieron con azul de metileno a las 24 h para aumentar
el contraste. (E) Las células NIH3T3 se transfectaron con pCMV o pCMV- SMOC2 durante 24 horas. La proliferacién
celular y la progresion del ciclo celular se midieron mediante marcado EdU y posterior analisis del ciclo celular por
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS). (F) El potencial de migracion de las células NIH3T3
transfectadas con SMOC2 se evalué mediante el ensayo de camara de Boyden para determinar el porcentaje de células
que migraban. (G) Las células NIH3T3 fueron transfectadas con pCMV y pCMV-SMOC2 durante 24h, tras lo cual las
células fueron recogidas mediante tripsina y resembradas. Una hora después, se lavaron las células no adheridas y se
cuantificé el numero de células a efectos de adherencia (n=3). *P < 0,05 determinado por la prueba-t.

Figura 14 Cuantificacion de Western blots para marcadores fibréticos en ratones SMOC2 knockout (KO) y tipo salvaje
tratados con acido folico. Los datos de densitometria que representan la Figura 5B son relativos a ratones normales
tipo salvaje (WT), normalizados en GAPDH y representan la media £ SEM (n = 4). *P < 0,05 (WT normal) y #P <0,05
(WT en tratamiento respectivo) determinado por analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con analisis post-hoc de
Tukey.

Figura 15. Cuantificacién de Western blots para SMOC2 y marcadores fibréticos en ratones SMOC2 knockout (KO) y
tipo salvaje sometidos a cirugia de UUO. Los datos de la densitometria que se representan en la Figura 6A son relativos
a ratones CoK de tipo salvaje (WT), normalizados en GAPDH y representan la media £ SEM (n = 5). *P < 0,05 (WT
CoK) y #P <0,05 (WT en tratamiento respectivo) determinado por analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con
analisis post-hoc de Tukey.

Figura 16. Rendimiento de siRNAs de SMOC2 en células NIH3T3. Células NIH3T3 tratadas con diferentes siRNAs de
SMOC2 durante 24 h y medicion para la produccion de SMOC2 mediante Western blot.

Figura 17. Cuantificacion de Western blots para el tratamiento de fibroblastos de siRNA de SMOC2. Los datos de
densitometria representados en la Figura 7A son relativos a las células NIH3T3 transfectadas con ssiRNA no tratadas,
normalizadas mediante GAPDH y representan la media £ SEM (n=3). *P < 0,05 (células de ssiRNA no tratadas) y #P
<0,05 (células de ssiRNA en tratamiento respectivo) determinado por analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con
analisis post-hoc de Tukey.

Figura 18. Enriquecimiento de siRNA en los rifiones de ratones tras inyeccién intravenosa en la vena de la cola. Los
ratones fueron inyectados por via intravenosa con 30 pg/200uL de siRNA o ssiRNAde SMOC2 4 h antesy 2, 4y 6 dias
y sacrificados el dia 7. Los oligonucledtidos de siRNA fueron sintetizados como conjugado de fluoresceina; después,
visualizados para evaluar la aportacion de siRNA por microscopia confocal a 40X y 20X Las imagenes son
representativas de 10 campos visuales/ratén (n=5 ratones/grupo). La cuantificacion se representa en un gréfico de
barras como unidades arbitrarias (media £ SEM, n=5 ratones/grupo, 10 campos visuales/ratones).

Figura 19. Cuantificacion de Western blots para ratones tratados con siRNA de SMOC2 seguido de administracion de
acido félico. Los datos de la densitometria representados en la Figura 7B son relativos a ratones inyectados con ssiRNA
no tratados, normalizados en GAPDH y representan la media £ SEM (n=5). *P < 0,05 (ssiRNA normal) y #P <0,05
(ssiRNA en tratamiento respectivo) determinado por analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con analisis post-hoc
de Tukey.

Descripcion detallada

La fibrosis renal es el fenémeno fisiopatoldgico comun de la mayoria de enfermedades renales crénicas progresivas
(3, 4). Los eventos fibroticos en el rifién se definen especificamente por el depdsito excesivo de una matriz extracelular
(ECM) patolégica en el espacio intersticial entre los tubulos y capilares peritubulares, interfiriendo con su intercambio
normal de toxinas y nutrientes (5). Los miofibroblastos son ampliamente reconocidos como las células efectoras
responsables de la fibrosis, ya que se consideran las células productoras de ECM dominantes que se originan a través
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de la activacién de fibroblastos residentes por exposicién a factores profibréticos, esencialmente proteinas de TGFp1
y ECM (8-9). Inhibir los factores que regulan este bucle autoperpetuador de produccion de ECM y activacion de
miofibroblastos representa un enfoque logico para abordar la fibrosis renal, que sigue siendo una necesidad médica
no cubierta.

Mediante la secuenciacion del ARN, se identifico que la proteina modular secretada de union al calcio 2 (SMOC2) se
encontraba entre los genes mayormente regulados al alza en los rifiones de ratones sometidos a fibrosis renal
progresiva crénica inducida por acido félico (10 y W02015/138532, publicado el 17 de septiembre, 2015); sin embargo,
hasta ahora se desconocia si esta regulacién al alza era perjudicial o protectora. SMOC2 pertenece a la familia SPARC
(proteina secretada acida y rica en cisteina) de proteinas matricelulares cuyos miembros son conocidos por su
secrecién en el espacio extracelular para interactuar no sélo con proteinas de la matriz estructural, sino también con
receptores de la superficie celular, factores de crecimiento, proteasas y otros efectores bioactivos para modular las
interacciones célula-matriz y la funcién celular (11). Mecanicamente, aparte de su papel en la sefializacion del
ensamblaje de la matriz extracelular, se ha planteado la hipdtesis de que SMOC?2 sirva como diana para controlar la
angiogénesis en el crecimiento tumoral y la isquemia miocardica (12, 13). Dado que no existe informacidn sobre la
relevancia funcional de la regulacion al alza de SMOC?2 tras el dafio renal, el objetivo de este estudio era investigar si
la induccion de SMOC2 en el rifidn regula el inicio y la progresion de la fibrosis renal y si la modulacién genética o
farmacoldgica de SMOC2 es capaz de prevenir la fibrosis.

La composicién del estroma y la organizacién de las proteinas ECM son caracteristicas integrales de sefializacién que
dictan la causa y el efecto de la activacion persistente de los fibroblastos, la fibrosis patoldgica subyacente (19) y, como
consecuencia, la pérdida continuada de la estructura normal del tejido. El presente estudio respalda sistematicamente
la nocion de que el factor matricelular de SMOC2 es minimo en condiciones normales, pero se regula al alza tras la
lesidn renal para acabar participando en la respuesta adversa de la fibrosis. Aportamos pruebas de que 1) la expresidn
de SMOC?2 es significativamente inducida en los riflones de ratones y humanos tras la fibrosis, independientemente
del mecanismo de inicio de la fibrosis; 2) SMOC2 interviene de forma critica en la progresién de la fibrosis renal, ya
que los ratones transgénicos que sobreexpresan SMOC2 presentan un aumento significativo de la fibrosis
tubulointersticial, mientras que los ratones knockout SMOC?2 estan protegidos frente al desarrollo de la fibrosis renal;
3) La inhibicién de SMOC2 in vitro e in vivo usando siRNA protege de la progresién de la fibrosis, 10 que sugiere que
SMOC2 es una posible diana terapéutica para la fibrosis renal; y 4) Mecanicamente, SMOC2 activa la sefializacion de
ensamblaje de la matriz en los fibroblastos para estimular la formacion de fibras contractiles, la proliferacion, la
migracidén y la produccién de ECM, caracteristicas tipicas de la transicién a miofibroblastos, que son las células
efectoras en la fibrosis.

Transformacién de fibroblastos a miofibroblastos (FMT)

La transformacién de fibroblastos en miofibroblastos (FMT) es una fase esencial en el desarrollo de |a fibrosis debido
al papel central que desempefian los miofibroblastos en la produccion de colageno y fibronectina. Como aqui se
demuestra, SMOC2 es una molécula de sefializacién clave en el secretoma patolégico de un rifion dafiado, cuya
presencia continua lleva a la fibrosis. Sin querer cefiirnos a la teoria, dado que la via de TGFB es una via distintiva de
FMT, descubrimos inicialmente que era capaz de aumentar SMOC2 in vitro en fibroblastos y células epiteliales, ademas
de descubrir que la ablacion de SMOC2 atenuaba significativamente la FMT inducida por TGFB, lo que convierte a
SMOC2 en un posible contribuyente patoldgico a la fibrosis posterior de TGFB. Aunque SMOC2 no se ha asociado
previamente con ninguna forma de fibrosis, su miembro familiar SPARC se ha estudiado ampliamente en multiples
tipos de fibrosis. Se observo que el nivel de expresién de SPARC aumentaba en pacientes con fibrosis pulmonar, renal,
hepatica y dérmica (20). Ademas, los ratones cero SPARC presentaban una deposicidn de colageno significativamente
menor en la piel, el corazon, los pulmones y el rifion tras la induccion de estimulos fibroticos (20). Aunque tanto SPARC
como SMOC2 fomentan la fibrosis, lo mas probable es que difieran en su mecanismo de accidén para mediar en la
interaccion entre ECM vy la célula. SPARC es conocida por su unién al colageno y el procesamiento postsintético y
ensamblaje del colageno en estructuras de agrupamiento (21, 22); sin embargo, la estructura de SMOC2 carece de
sitios de unidén de colageno como SPARC para mediar los mismos efectos. Esto implicaria un mecanismo de accion
diferente en el que cada miembro SPARC tiene su funcién respectiva en el desarrollo de la fibrosis.

SMOC2

Existen dos isoformas de SMOC2 en humanos; la secuencia de la proteina precursora de la isoforma 1 esta en
GenBank en NP_071421.1 (codificada por NM_022138.2), y la secuencia del precursor de la isoforma 2 esta disponible
en GenBank en NP 001159884.1 (codificado por NM 001166412.1). La isoforma 2 es mas corta que la 1 debido a un
sitio de empalme alternativo en el marco en la regién codificante central. El identificador de secuencia RefSeqGene es
NG_032781.1 (rango 5001-231844).
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SMOC2 se expresa en el corazdn, musculo, bazo y ovarios (23) y su patrén de expresion durante el desarrollo sugiere
que puede mediar en la sefializacién intercelular y la diferenciacién especifica de tipos celulares durante el desarrollo
de las gonadas vy el tracto reproductor (24). Aunque detectamos de forma similar la expresion de SMOC2 en rifiones
normales (23), la sobreexpresién de SMOC2 en ratones en ausencia de dafio no dispuso al rifion de ratén a una fibrosis
espontanea; sin embargo, la sobreexpresion de SMOC2 en los ratones transgénicos acelerd una respuesta fibrotica
sobre el tipo salvaje sélo después de la lesién. Mecanicamente, se ha demostrado que SMOC2 actua en diversos tipos
celulares, por ejemplo: estimulando la migracidon y adhesién de queratinocitos a través de la interaccién de integrinas
(avB6 y avpB) (23); en células endoteliales, donde SMOC?2 potencia las respuestas de mitogénesis y angiogénesis
inducidas por VEGF y FGF (25); y en fibroblastos, donde SMOC2 regula |la progresion del ciclo celular a través de la
actividad de la quinasa enlazada a integrina y la expresién de ciclinaDl (26). Las proteinas matriciales estan implicadas
en la regulacion de las interacciones entre los componentes de ECM vy las integrinas de la superficie celular (27). Los
heterodimeros o de las integrinas traducen los cambios en las sefiales de ECM en el fibroblasto para inducir la
transformacion FMT (6, 28). Esta via mecanosensible que subyace a la FMT puede resumirse en un proceso en
cascada de 3 niveles usando los siguientes marcadores asociados (14). FAK-P, MLC-P y Pax-P.

En resumen, hemos descubierto una nueva via en la patogénesis de la fibrosis renal iniciada por la proteina matricelular
SMOC2. Demostramos que SMOC?2 es critica para el desarrollo de la fibrosis renal al estimular la sefializacién del
ensamblaje de la matriz, la quimiotaxis y la transicion de los miofibroblastos. También aportamos pruebas convincentes
que sugieren que el silenciamiento de SMOC2 para limitar la fibrosis tiene potencial como enfoque terapéutico de un
proceso de enfermedad que auln no ha dado resultados prometedores.

Un inhibidor de SMOC2 para el uso en el tratamiento profilactico de la fibrosis renal en un sujeto

Los inhibidores aqui descritos pueden utilizarse para el tratamiento profilactico de la fibrosis renal en un sujeto. La
fibrosis renal puede ser consecuencia de diversas enfermedades y agresiones en los riflones. Ejemplos de tales
enfermedades y agresiones incluyen la enfermedad renal cronica, el sindrome metabdlico, el reflujo vesicoureteral, la
fibrosis renal tubulointersticial, la diabetes (incluyendo la nefropatia diabética), y la nefritis glomerular (NG) resultante,
incluyendo entre otras, la glomeruloesclerosis segmentaria focal y la glomerulonefritis membranosa, y la NG
mesangiocapilar. Dado que la fibrosis renal esta asociada a la pérdida de vasos sanguineos, se produce una isquemia
secundaria que también puede dar lugar a enfermedad glomerular con pérdida de la funcion glomerular.
Independientemente de la causa primaria, las agresiones a los rifiones pueden provocar fibrosis renal y la pérdida
concomitante de la funcion renal. (Schena, F. and Gesualdo, L., Pathogenic Mechanisms of Diabetic Nephropathy, J.
Am. Soc. Nephrol, 16: S30-33 (2005); Whaley-Connell, A., and Sower, J R., Chronic Kidney Disease and the
Cardiometabolic Syndrome, J. Clin. Hypert., 8(4): 546-48 (2006)). Las afecciones asociadas a la fibrosis renal incluyen,
entre otras, la nefropatia diabética, enfermedad renal crénica, enfermedad renal en fase terminal, lupus eritematoso
sistémico, vasculitis, nefropatia IgA, otras enfermedades autoinmunes, enfermedades paraproteicas, diabetes. Dado
que la enfermedad renal crénica asociada a la fibrosis renal es un factor de riesgo muy importante para las
enfermedades cardiovasculares, seria evidente para un experto que una terapéutica que previniera o redujera la
fibrosis renal tendria un efecto beneficioso sobre las enfermedades cardiacas y vasculares en todo el organismo. Una
afeccién asociada a la fibrosis renal, incluyendo la propia fibrosis renal, puede diagnosticarse mediante métodos
conocidos en la técnica, por €., mediante un analisis de sangre que mida el nivel de productos de desecho como la
creatinina y la urea, un analisis de orina para buscar anomalias, una prueba que mida el nivel de expresién del gen o
la proteina SMOC2 (véase, por ¢j., WO2015/138532), una prueba de obtencion de imagenes mediante ultrasonidos
(ecografia) para evaluar la estructura y el tamafio del rifion, o una biopsia renal.

En algunas realizaciones, el trastorno es una enfermedad renal cronica. Tal como se usa aqui, "enfermedad renal
cronica" o "ERC" se refiere a la pérdida progresiva de la funcién renal a lo largo del tiempo. En algunos casos, la ERC
se caracteriza por hiperfosfatemia (es decir, > 4,6 mg/dl) o tasas de filtracion glomerular bajas (es decir, < 90 ml/minuto
por 1,73 m? de superficie corporal). Sin embargo, muchos pacientes con ERC pueden tener niveles séricos de fosfato
normales junto con una reduccion sostenida del indice de filtracién glomerular durante 3 o mas meses, o una tasa TFG
(tasa de filtracion glomerular) normal junto con evidencia sostenida de una anomalia estructural del rifién. En algunas
realizaciones, un sujeto con ERC puede ser un sujeto con: i) una reduccién sostenida de la TFG <60 mi/min por 1,73
m? de superficie corporal durante 3 o0 mas meses; o ii) una anomalia estructural o funcional de la funcion renal durante
3 0 mas meses incluso en ausencia de una TFG reducida. Las anomalias estructurales o anatémicas del rifién podrian
definirse como microalbuminuria persistente o proteinuria 0 hematuria o presencia de quistes renales, entre otras.

Los sintomas habituales de la enfermedad renal crénica son cansancio, nauseas, aliento con olor a orina, dolor de
huesos, piel anormalmente oscura o clara, picores, sindrome de las piernas inquietas, sangre en las heces, facilidad
para la aparicibn de hematomas, edema maleolar y edema periférico. La enfermedad renal crénica puede
diagnosticarse, por ej., mediante la historia clinica, un hemograma completo, el nivel de BUN (nitrdgeno ureico en
sangre) o el nivel de creatinina, el flujo y escaneado renal y la ecografia renal. En algunas realizaciones, se identifica
que el sujeto tiene un nivel elevado de SMOC2, por €j., mediante un método descrito en WO02015138532.
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Generalmente, los métodos incluyen la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de
SMOC2 como se describe en esta especificacion, a un sujeto que necesita dicho tratamiento, o que se ha determinado
que lo necesita. Los inhibidores de SMOC2 incluyen anticuerpos que se unen a e inhiben SMOC2, asi como acidos
nucleicos inhibidores dirigidos al ARNm de SMOC2.

Tal como se usa en este contexto, "tratar" significa mejorar al menos un sintoma de los trastornos asociados a la fibrosis
renal. A menudo, la fibrosis renal provoca un aumento de los niveles de BUN o creatinina, hiperfosfatemia y/o bajas
tasas de filtracion glomerular; por tanto, un tratamiento puede dar lugar a una reduccién de los niveles de BUN, fosfato
o creatinina, y a un retorno o aproximacién a la funcion renal normal, por ej., tasas de filtracién glomerular de al menos
90 ml/minuto por 1,73 m? de superficie corporal. La administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto aqui descrito para el tratamiento de una afeccién asociada a la fibrosis renal producira una disminucién de
la fibrosis, detectable mediante ultrasonidos (ecografia).

En algunas realizaciones, los sujetos tratados mediante un método aqui descrito no padecen cancer de colon,
degeneracion macular asociada a la edad, vitiligo o enfermedad pulmonar.

Anticuerpos

Los usos aqui descritos pueden incluir el uso de anticuerpos contra la proteina Smoc2. El término "anticuerpo”, tal
como se usa aqui, se refiere a una molécula de inmunoglobulina o a una porcidn de unién a antigeno de la misma.
Ejemplos de porciones de moléculas de inmunoglobulina que se unen al antigeno son los fragmentos F(ab) y F(ab')2,
que conservan la capacidad de unirse al antigeno. El anticuerpo puede ser policlonal, monoclonal, recombinante,
quimérico, desinmunizado o humanizado, totalmente humano, no humano, (por ej., murino), o anticuerpo
monocatenario. En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene funcién efectora y puede fijar el complemento. En algunas
realizaciones, el anticuerpo tiene una capacidad reducida o nula de unirse a un receptor Fc. Por ejemplo, el anticuerpo
puede ser un isotipo o subtipo, fragmento u otro mutante, que no admite la union a un receptor Fc, por €j., tiene una
region de unidn al receptor Fc mutagenizada o suprimida. Los métodos para fabricar anticuerpos y fragmentos de los
mismos son conocidos en la técnica, véase, por €j., Harlow et. al., editors, Antibodies: A Laboratory Manual (1988);
Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, (N.Y. Academic Press 1983); Howard and Kaser, Making and
Using Antibodies: A Practical Handbook (CRC Press; 12 edicidon, 13 dic., 2006); Kontermann and Diibel, Antibody
Engineering Volumen 1 (Springer Protocols) (Springer; 22 ed., 21 mayo, 2010); Lo, Antibody Engineering: Methods and
Protocols (Methods in Molecular Biology) (Humana Press; Nov 10, 2010); and Diibel, Handbook of Therapeutic
Antibodies: Technologies, Emerging Developments and Approved Therapeutics, (Wiley-VCH; 12 edicidn 7 septiembre,
2010). Los anticuerpos Utiles en los presentes métodos incluyen los que se unen especificamente a Smoc2 (es decir,
no se unen a dianas distintas de Smoc2) e inhiben la activacion de fibroblastos a miofibroblastos.

En algunas realizaciones, el anticuerpo puede acoplarse a un agente detectable o de obtencién de imagenes. Dichos
agentes son bien conocidos en la técnica e incluyen agentes paramagnéticos, marcadores bioluminiscentes o
fluorescentes (por ej., GFP, FITC, rodamina o Rojo Texas), isétopos radiactivos y agentes colorimétricos/enzimaticos
(por €j., HRP, B-galactosidasa). En una realizacién preferida, el anticuerpo se acopla con un agente paramagnético,
por €j., una nanoparticula paramagnética, por €j., nanoparticulas de 6xido de hierro reticulado (CLIO); véase, por €j.,
US 20110046004, Josephson et al., Bioconjug. Chern., 10(2): 186-91 (1999).

Acidos nucleicos inhibidores

Los acidos nucleicos inhibidores Utiles en los presentes usos y composiciones incluyen oligonucleotidos antisentido,
ribozimas, oligonucleétidos de secuencia guia externa (EGS), compuestos de siRNA, compuestos de ARN de
interferencia (ARNi) monocatenarios o bicatenarios tales como compuestos de siRNA, bases modificadas/acidos
nucleicos bloqueados (LNAs), acidos nucleicos peptidicos (PNAs), y otros compuestos oligoméricos u oligonucleétidos
miméticos que hibridan con al menos una porcién del acido nucleico SMOC2 diana y modulan su funcion. En algunas
realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores incluyen ARN antisentido, ADN antisentido, oligonucleétidos antisentido
quiméricos, oligonuclestidos antisentido que comprenden enlaces modificados, ARN de interferencia (RNAIi), ARN de
interferencia corto (siRNA); un ARN micro de interferencia (miRNA); un ARN temporal pequefio (stRNA); o un ARN
corto en horquilla (shRNA); activacion génica inducida por ARN pequefio (RNAa); ARNs activadores pequefios
(saRNAs), o combinaciones de los mismos. Véase, por. ej, WO 2010040112.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores tienen una longitud de 10 a 50, 10 2 20, 10 a 25, 13a 500
13 a 30 nucledtidos. Un experto en la materia apreciara que esto incluye acidos nucleicos inhibidores que tienen
secciones complementarias de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, o 50 nucledtidos de longitud, o cualquier rango de los
mismos. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores tienen 15 nucledtidos de longitud. En algunas
realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores tienen de 12 0 13 a 20, 25 o 30 nucledtidos de longitud. Un experto en
la materia apreciara que esto incluye acidos nucleicos inhibidores que tienen porciones complementarias de 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o0 30 nucleotidos de longitud, o cualquier rango dentro de
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los mismos (porciones complementarias se refiere a aquellas porciones de los acidos nucleicos inhibidores que son
complementarias a la secuencia diana).

Los acidos nucleicos inhibidores Utiles en los presentes métodos son suficientemente complementarios al ARN diana,
es decir, hibridan suficientemente bien y con suficiente especificidad, para proporcionar el efecto deseado.
"Complementario” se refiere a la capacidad de emparejamiento, mediante enlace de hidrégeno, entre dos secuencias
que comprenden bases naturales o no naturales o analogas de las mismas. Por ejemplo, si una base en una posicién
de un acido nucleico inhibidor es capaz de formar un enlace de hidrégeno con una base en la posicidn correspondiente
de un ARN, se considera que las bases son complementarias entre si en esa posicién. No se requiere una
complementariedad del 100 %.

Se pueden utilizar métodos rutinarios para disefiar un acido nucleico inhibidor que se una a la secuencia SMOC2 con
suficiente especificidad. En algunas realizaciones, los métodos incluyen el uso de métodos bicinformaticos conocidos
en la técnica para identificar regiones de estructura secundaria, por €j., una, dos 0 mas estructuras de tallo-bucle, o
pseudoknots, y seleccionar esas regiones como diana con un acido nucleico inhibidor. Por ejemplo, se pueden utilizar
métodos de "walking de genes” para optimizar la actividad inhibidora del acido nucleico; por ejemplo, se puede preparar
una serie de oligonucledtidos de 10-30 nucleétidos que abarquen la longitud de un ARN diana y después probar su
actividad. Opcionalmente, pueden dejarse huecos, por gj. de 5-10 nucleétidos 0 mas, entre las secuencias diana para
reducir el numero de oligonucleétidos sintetizados y testados. El contenido de GC se sitlia preferentemente entre el
30-60 %. Siempre que sea posible, deben evitarse las series contiguas de tres o mas Gs o Cs (por €j., puede no ser
posible con oligonucledtidos muy cortos (por e€j., de unos 9-10 nt)).

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico inhibidoras pueden disefiarse para dirigirse a una region
especifica de la secuencia de ARN. Por ejemplo, puede dirigirse a una region funcional especifica, por €j., una regién
que comprenda un motivo de localizacién de ARN conocido (es decir, una regidon complementaria al acido nucleico
diana sobre el que actia el ARN). Alternativamente, 0 ademas, se pueden seleccionar regiones altamente conservadas,
por ej., regiones identificadas alineando secuencias de especies dispares como primates (por €j., humanos) y roedores
(por €j., ratones) y buscar regiones con altos grados de identidad. El porcentaje de identidad puede determinarse de
forma rutinaria utilizando herramientas basicas de busqueda de alineacion local (programas BLAST) (Altschul et al., J.
Mol. Biol., 1990, 215, 403-410; Zhang y Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656), por €j., utilizando los parametros
por defecto.

Una vez que se han identificado una o mas regiones, segmentos o sitios diana, por €j., dentro de una secuencia SMOC2
conocida en la técnica o contemplada en el presente documento, se eligen compuestos de acido nucleico inhibitorios
que sean suficientemente complementarios a la diana, es decir, que hibriden suficientemente bien y con suficiente
especificidad (es decir, que no se unan sustancialmente a otros ARN no diana), para proporcionar el efecto deseado.

En el contexto de esta invencidn, hibridacion significa enlace de hidrégeno, que puede ser enlace de hidrégeno Watson-
Crick, Hoogsteen o Hoogsteen invertido, entre bases nucleosidicas o nucleotidicas complementarias. Por ejemplo, la
adenina y la timina son nucleobases complementarias que se emparejan mediante la formaciéon de enlaces de
hidrégeno. Complementario, tal como se usa aqui, se refiere a la capacidad de emparejamiento preciso entre dos
nucleotidos. Por ejemplo, si un nucleétido en una posicién determinada de un oligonucleotido es capaz de formar un
enlace de hidrégeno con un nucleétido en la misma posicidn de una molécula de ARN, se considera entonces que el
acido nucleico inhibidor y el ARN son complementarios entre si en esa posicién. Los acidos nucleicos inhibidores y el
ARN son complementarios entre si cuando un numero suficiente de posiciones correspondientes en cada molécula
estan ocupadas por nucledtidos que pueden formar enlaces de hidrégeno entre si. Por tanto, "especificamente
hibridable" y "complementario” son términos que se utilizan para indicar un grado suficiente de complementariedad o
emparejamiento preciso de forma que se produzca una union estable y especifica entre el acido nucleico inhibidor y el
ARN diana. Por ejemplo, si una base en una posicién de un acido nucleico inhibidor es capaz de formar un enlace de
hidrégeno con una base en la posicién correspondiente de un ARN, se considera que las bases son complementarias
entre si en esa posicion. No se requiere una complementariedad del 100 %.

Se entiende en la técnica que una secuencia de acido nucleico complementaria no necesita ser 100 % complementaria
a la de su acido nucleico diana para ser especificamente hibridable. Una secuencia complementaria de acido nucleico
para los fines de los presentes métodos es especificamente hibridable cuando la unidén de la secuencia a la molécula
de ARN diana interfiere con la funcién normal del ARN diana para causar una pérdida de actividad, y existe un grado
suficiente de complementariedad para evitar la union no especifica de la secuencia a secuencias de ARN no diana en
condiciones en las que se desea una unidn especifica, por €j., en condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in
vivo o tratamiento terapéutico, y en el caso de ensayos in vitro, en condiciones en las que los ensayos se realizan en
condiciones adecuadas de rigurosidad. Por ejemplo, la concentracidon de sal estricta sera ordinariamente inferior a unos
750 mM de NaCl y 75 mM de citrato trisédico, preferiblemente inferior a unos 500 mM de NaCl y 50 mM de citrato
trisddico, y mas preferiblemente inferior a unos 250 mM de NaCl y 25 mM de citrato trisédico. La hibridacién de baja
rigurosidad puede obtenerse en ausencia de un disolvente organico, por €j., formamida, mientras que la hibridacién de
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alta rigurosidad puede obtenerse en presencia de al menos un 35 % de formamida, y mas preferiblemente de al menos
un 50 % de formamida. Las condiciones estrictas de temperatura incluiran ordinariamente temperaturas de al menos
unos 30°C, mas preferentemente de al menos unos 37°C, y mas preferentemente de al menos unos 42°C. La variacién
de los parametros adicionales, como el tiempo de hibridacién, la concentracion de detergente, por €j., dodecilsulfato
sddico (SDS), vy la inclusion o exclusidon de ADN portador, son bien conocidas por los expertos en la materia. Los
diversos niveles de rigor se consiguen combinando estas condiciones segln sea necesario. En una realizacidon
preferida, la hibridacién tendra lugar a 30°C en 750 mM de NaCl, 75 mM de citrato trisédico y 1 % de SDS. En una
realizacién mas preferida, la hibridacion tendré lugar a 37°C en 500 mM de NaCl, 50 mM de citrato trisédico, 1 % de
SDS, 35 % de formamida y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado (ssDNA). En una realizacion
mas preferida, la hibridacion tendra lugar a 42°C en 250 mM de NaCl, 25 mM de citrato trisédico, 1 % de SDS, 50 %
de formamida y 200 pg/ml de ssDNA. Los expertos en la materia podran apreciar faciimente variaciones Utiles de estas
condiciones.

Para la mayoria de las aplicaciones, los pasos de lavado que siguen a la hibridaciéon también variaran en términos de
rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad del lavado pueden definirse por la concentracion de sal y por temperatura.
Como en el caso anterior, la rigurosidad del lavado puede aumentarse disminuyendo la concentracién de sal o
aumentando latemperatura. Por ejemplo, la concentracién de sal estricta para los pasos de lavado sera preferiblemente
inferior a unos 30 mM de NaCl y 3 mM de citrato trisédico, y mas preferiblemente inferior a unos 15 mM de NaCly 1,5
mM de citrato trisédico. Las condiciones de temperatura estrictas para los pasos de lavado incluiran ordinariamente
una temperatura de al menos unos 25°C, mas preferiblemente de al menos unos 42°C, y alin mas preferiblemente de
al menos unos 68°C. En una realizacién preferida, los pasos de lavado se produciran a 25°C en 30 mM de NaCl, 3 mM
de citrato trisodico, y 0,1 % de SDS. En una realizaciéon mas preferida, los pasos de lavado se produciran a 42°C en
15 mM de NaCl, 1,5 mM de citrato trisédico y 0,1 % de SDS. En una realizacion mas preferida, los pasos de lavado
ocurriran a 68°C en 15 mM de NaCl, 1,5 mM de citrato trisodico, y 0,1 % de SDS. Los expertos en la materia podran
apreciar facilmente otras variaciones de estas condiciones. Las técnicas de hibridacidn son bien conocidas por los
expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Benton y Davis (Science 196:180, 1977); Grunstein y Hogness
(Proc. Natl. Acad. Sci., USA72:3961, 1975); Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience,
New York, 2001); Berger and Kimmel (Guide to Molecular Cloning Techniques, 1987, Academic Press, New York); and
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.

En general, los &cidos nucleicos inhibidores Utiles en los usos aqui descritos tienen al menos un 80 % de
complementariedad de secuencia con una regién diana dentro del acido nucleico diana, por €j., 90 %, 95 % 0 100 %
de complementariedad de secuencia con la regién diana dentro de un ARN. Por ejemplo, un compuesto antisentido en
el que 18 de las 20 nucleobases del oligonucledtido antisentido son complementarias, y por tanto hibridarian
especificamente, en una regién diana representaria un 90 % de complementariedad. El porcentaje de
complementariedad de un acido nucleico inhibidor con una regién de un acido nucleico diana puede determinarse de
forma rutinaria utilizando herramientas basicas de busqueda de alineacién local (programas BLAST) (Altschul et al., J.
Mol. Biol., 1990, 215, 403-410; Zhang and Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656). Los acidos nucleicos inhibidores
que hibridan con un ARN pueden identificarse mediante la experimentacion rutinaria. En general, los acidos nucleicos
inhibidores deben conservar la especificidad para su diana, es decir, no deben unirse directamente a transcritos
distintos de la diana prevista ni afectar significativamente a los niveles de expresion.

Para mas informacion sobre &acidos nucleicos inhibidores, véase US2010/0317718 (oligos antisentido);
US2010/0249052 (acido ribonucleico bicatenario (dsRNA)), US2009/0181914 y US2010/0234451 (LNA);
US2007/0191294 (analogos de siRNA); US2008/0249039 (siRNA modificado); y W0O2010/129746 y W02010/040112
(acidos nucleicos inhibidores).

Antisentido

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores son oligonucleétidos antisentido. Los oligonucleotidos
antisentido suelen estar disefiados para bloquear la expresién de una diana de ADN o ARN uniéndose a la diana y
deteniendo la expresioén a nivel de transcripcién, traduccién o empalme. Los oligonucledtidos antisentido de |la presente
invencidon son secuencias complementarias de acido nucleico disefiadas para hibridar bajo condiciones estrictas a un
ARN. Asi pues, se eligen oligonucleétidos que sean suficientemente complementarios a la diana, es decir, que hibriden
suficientemente bien y con suficiente especificidad, para ofrecer el efecto deseado.

SIRNA/shRNA

En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que es complementaria a un ARN de SMOC2 puede ser un
ARN de interferencia, incluyendo entre otros, un ARN de interferencia pequefio ("siRNA") o un ARN en horquilla
pequefio ("shRNA"). Los métodos para construir ARNs de interferencia son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo,
el ARN de interferencia puede ensamblarse a partir de dos oligonucleétidos separados, donde una cadena es la cadena
sentido y la otra es la cadena antisentido, donde las cadenas antisentido y sentido son autocomplementarias (es decir,
cada cadena comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a la secuencia de nucleétidos de la
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otra cadena); es decir, como cuando la cadena antisentido y la cadena sentido forman una estructura duplex o
bicatenaria); la cadena antisentido comprende una secuencia de nucledétidos que es complementaria a una secuencia
de nucledtidos en una molécula de acido nucleico diana o una porcién de la misma (es decir, un gen no deseado) y la
cadena sentido comprende una secuencia de nucleotidos correspondiente a la secuencia de acido nucleico diana o
una porcién de la misma. Alternativamente, el ARN de interferencia se ensambla a partir de un solo oligonucleotido, en
el que las regiones sentido y antisentido autocomplementarias se enlazan mediante uno o varios enlaces basados o
no en acidos nucleicos. EI ARN de interferencia puede ser un polinucleétido con una estructura secundaria duplex,
duplex asimétrica, en horquilla o en horquilla asimétrica, con regiones sentido y antisentido autocomplementarias,
donde la regidn antisentido comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
de una molécula de acido nucleico diana separada o una porcion de la mismay la region sentido tiene una secuencia
de nucledtidos correspondiente a la secuencia de acido nucleico diana o a una porcion de la misma. El interferente
puede ser un polinucleétido circular monocatenario que tiene dos o mas estructuras de bucle y un tallo que comprende
regiones sentido y antisentido autocomplementarias, donde la regién antisentido comprende la secuencia de
nucledtidos que es complementaria a la secuencia de nucledtidos en una molécula de &cido nucleico diana o una
porcion de lamisma y la regién sentido tiene secuencia de nucleotidos correspondiente a la secuencia de acido nucleico
diana o una porcion de la misma, y donde el polinucledtido circular puede procesarse in vivo o in vitro para generar
una molécula de siRNA activa capaz de mediar en la interferencia del ARN.

En algunas realizaciones, la region codificante del ARN de interferencia codifica una molécula de ARN
autocomplementaria que tiene una regién sentido, una regién antisentido y una regién en bucle. Dicha molécula de
ARN, cuando se expresa deseablemente forma una estructura en "horquilla”, que aqui se denomina un "shRNA" (por
sus siglas en inglés). La regién de bucle suele tener entre 2 y 10 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, la
regién de bucle tiene entre 6 y 9 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, la regién sentido y la region
antisentido tienen entre 15 y 20 nucleétidos de longitud. Tras el procesamiento postranscripcional, el ARN en horquilla
pequefio se convierte en siRNA mediante un proceso de escision mediado por la enzima Dicer, que pertenece a la
familia de las RNasas Ill. El siRNA es capaz entonces de inhibir la expresion de un gen con el que comparte homologia.
Para mas detalles, véase Brummelkamp et al., Science 296:550-553, (2002); Lee et al, Nature Biotechnol., 20, 500-
505, (2002); Miyagishi y Taira, Nature Biotechnol 20:497-500, (2002); Paddison et al. Genes & Dev. 16:948-958, (2002),
Paul, Nature Biotechnol, 20, 505-508, (2002); Sui, Proc. Natl. Acad. Sd. USA, 99(6), 5515-5520, (2002); Yu et al. Proc
NatlAcadSci USA 99:6047- 6052, (2002).

La reaccion de escisién del ARN diana guiada por los siRNAs es altamente especifica de la secuencia. En general,
para la inhibicidn se prefiere siRNA que contenga secuencias de nucleétidos idénticas a una porcién del acido nucleico
diana. Sin embargo, no se requiere una identidad de secuencia del 100 % entre el siRNA Yy el gen diana para poner en
practica la presente invencion. Asi, la invencion tiene la ventaja de ser capaz de tolerar las variaciones de secuencia
que podrian esperarse debido a una mutacién genética, polimorfismo de cepa o divergencia evolutiva. Por ejemplo, las
secuencias de siRNA con inserciones, deleciones y mutaciones de un solo punto en relacidn con la secuencia diana
también han resultado efectivas para la inhibicion. Alternativamente, las secuencias de siRNA con sustituciones o
inserciones analogas de nucleétidos pueden ser efectivas para la inhibicion. En general, los siRNAs deben conservar
la especificidad para su diana, es decir, no deben unirse directamente a transcritos distintos de la diana prevista ni
afectar significativamente a los niveles de expresién.

Ribozimas

También pueden utilizarse moléculas enzimaticas de acido nucleico trans-escindidoras; estas han demostrado ser
prometedoras como agentes terapéuticos para enfermedades humanas (Usman & McSwiggen, 1995 Ann. Rep. Med.
Chern. 30, 285-294, Christoffersen and Marr, 1995 J. Med. Chern. 38, 2023-2037). Las moléculas enzimaticas de &cido
nucleico pueden disefiarse para escindir dianas especificas de ARN en el fondo del ARN celular. Esta escision hace
que el ARN deje de ser funcional.

En general, los acidos nucleicos enzimaticos con actividad de escision de ARN actlan uniéndose primero a un ARN
diana. Dicha unidén se produce a través de la porcion de unién a la diana de un acido nucleico enzimatico que se
mantiene en estrecha proximidad a una porcién enzimatica de la molécula que actla para escindir el ARN diana. Asi,
el acido nucleico enzimatico primero reconoce y luego se une a un ARN diana mediante el emparejamiento de bases
complementarias y, una vez unido al sitio correcto, actla enzimaticamente para cortar el ARN diana. La escisidn
estratégica de dicho ARN diana destruira su capacidad para dirigir la sintesis de una proteina codificada. Después de
que un &cido nucleico enzimatico se haya unido y escindido a su ARN diana, se libera de ese ARN para buscar otra
diana y puede unirse y escindir nuevas dianas repetidamente.

Se han usado diversos enfoques, como las estrategias de seleccidn (evolucion) in vitro (Orgel, 1979, Proc. R. Soc.
London, B 205, 435) para desarrollar nuevos catalizadores de é&cidos nucleicos capaces de catalizar diversas
reacciones, como la escision y ligadura de enlaces fosfodiéster y enlaces amida, (Joyce, 1989, Gene, 82, 83-87;
Beaudry et al., 1992, Science 257, 635-641; Joyce, 1992, Scientific American 267, 90-97; Breaker et al, 1994, TIBTECH
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12, 268; Bartel et al, 1993, Science 261 :1411-1418; Szostak, 1993, TIBS 17, 89-93; Kumar et al, 1995, FASEB J., 9,
1183; Breaker, 1996, Curr. Op. Biotech., 1, 442). El desarrollo de ribozimas con una actividad catalitica éptima
contribuiria significativamente a cualquier estrategia que emplee ribozimas de escision de ARN con el propdsito de
regular la expresion génica. La ribozima en cabeza de martillo, por ejemplo, funciona con una tasa catalitica (kcat) de
aproximadamente 1 min™' en presencia de concentraciones saturantes (10 rnM) del cofactor Mg?*. Se ha demostrado
que unaribozima artificial de "ARN ligasa" cataliza la correspondiente reaccidon de automodificacidon con una velocidad
de aproximadamente 100 min-!. Ademas, se sabe que ciertas ribozimas en cabeza de martillo modificadas que tienen
brazos de unién de sustrato hecho de ADN catalizan la escision del ARN con velocidades de cambio multiples que se
aproximan a 100 min-".

Acidos nucleicos inhibidores modificados

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores utilizados en los métodos aqui descritos estan modificados,
por ej., comprenden uno o mas enlaces o bases modificados. Entre las bases modificadas se encuentran el
fosforotioato, el metilfosfonato, los acidos nucleicos peptidicos o las moléculas de &cido nucleico bloqueado (LNA).
Algunos acidos nucleicos inhibidores estan totalmente modificados, mientras que otros son quiméricos y contienen dos
0 mas regiones quimicamente distintas, cada una de ellas formada por al menos un nucleétido. Estos acidos nucleicos
inhibidores contienen tipicamente al menos una regiéon de nucleétidos modificados que confiere una o mas propiedades
beneficiosas (como, por ejemplo, una mayor resistencia a las nucleasas, una mayor absorcion en las células, una
mayor afinidad de unién a la diana) y una regidén que es un sustrato para las enzimas capaces de escindir los hibridos
ARN:ADN o ARN:ARN. Los acidos nucleicos inhibidores quiméricos de la invencion pueden formarse como estructuras
compuestas de dos o mas oligonucleétidos, oligonucleétidos modificados, oligonucledsidos y/u oligonucleétidos
miméticos como se ha descrito anteriormente. Tales compuestos también se han denominado en la técnica hibridos o
gapmers. En algunas realizaciones, el oligonucledtido es un gapmer (contiene un tramo central (gap) de monémeros
de ADN suficientemente largo para inducir la escision de la RNasa H, flanqueado por bloques de nucleétidos
modificados LNA; véase, por ej., Stanton et al., Nucleic Acid Ther. 2012. 22: 344-359; Nowotny et al., Cell, 121:1005-
1016, 2005; Kurreck, European Journal of Biochemistry 270:1628-1644, 2003; FLuiter et al., Mol Biosyst. 5(8).838-43,
2009). En algunas realizaciones, el oligonucleétido es un mezclador (incluye tramos cortos alternados de LNA Yy ADN,;
Naguibneva et al., Biomed Pharmacother. 2006 Nov; 60(9):633-8; @rom et al., Gene. 2006 May 10; 372():137-41). Las
patentes estadounidenses representativas que detallan la preparacion de tales estructuras hibridas comprenden, entre
otras, las patentes estadounidenses n.° 5.013.830; 5.149.797; 5.220.007; 5.256.775; 5.366.878; 5.403.711; 5.491.133;
5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356; y 5.700.922.

En algunas realizaciones, el acido nucleico inhibidor comprende al menos un nucleétido modificado en la posicién 2'
del azucar, mas preferentemente un nucledtido modificado 2'-O-alquilo, 2'-O-alquilo-O-alquilo o 2'-fluoro. En otras
realizaciones preferidas, las modificaciones del ARN incluyen las modificaciones 2'-fluoro, 2'-amino y 2' O-metil en la
ribosa de las pirimidinas, residuos abasicos o una base invertida en el extremo 3' del ARN. Tales modificaciones se
incorporan rutinariamente a los oligonucleotidos y se ha demostrado que estos oligonucleétidos tienen una Tm mas
alta (es decir, una mayor afinidad de union a la diana) que los 2'-desoxioligonucleétidos frente a una diana determinada.

Se ha demostrado que las diversas modificaciones de nucledtidos y nucledsidos hacen que el oligonucledtido al que
se incorporan sea mas resistente a la digestion por nucleasas que el oligodeoxinucleétido nativo; estos oligos
modificados sobreviven intactos durante mas tiempo que los oligonucleétidos no modificados. Ejemplos especificos de
oligonucledtidos modificados incluyen aquellos que comprenden esqueletos modificados, por ejemplo, fosforotioatos,
fosfotriesteres, metilfosfonatos, enlaces interazlcar de alquilo o cicloalquilo de cadena corta o enlaces interazucar
heteroatémicos o heterociclicos de cadena corta. Los mas preferentes son los oligonucledtidos con esqueletos de
fosforotioato y aquellos con esqueletos de heteroatomo, en particular CH2 -NH-O-CH2, CH-N(CH3)~O~CH2 (conocido
como esqueleto de metileno(metilimino) o MMI], esqueletos de CH2 -O-N (CH3)-CH2, CH2 -N (CH3)-N (CH3)-CH2 y
O-N (CH3)- CH2 -CH2, donde el esqueleto de fosfodiéster nativo se representa como O- P— O- CH)); esqueletos
amida (véase De Mesmaeker et al. Ace. Chem. Res. 1995, 28:366- 374); estructuras de esqueleto de morfolino (véase
Summerton and Weller, Pat. estadounidense N.° 5.034.506); esqueleto de &cido nucleico peptidico (PNA) (donde el
esqueleto fosfodiéster del oligonucleétido se sustituye por un esqueleto de poliamida, y los nucledtidos se unen directa
o indirectamente a los atomos de nitrégeno aza del esqueleto de poliamida, véase Nielsen et al., Science 1991, 254,
1497). Los enlaces que contienen fosforo incluyen, entre otros, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos,
fosfotriesteres, aminoalquilfosfotriesteres, fosfonatos de metilo y otros alquilos que comprenden fosfonatos de
3'alquileno y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos que comprenden 3-aminofosforamidato vy
aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriesteres, y boranofosfatos con
enlaces normales 3-5', analogos de éstos con enlaces 2-5', y aquellos con polaridad invertida donde los pares
adyacentes de las unidades nucledsidas estan enlazados 3-5' a 5-3' o 2-5' a 5-2', véanse las patentes
estadounidenses n.° 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301, 5.023.243; 5.177.196; 5.188.897;, 5264.423, 5.276.019;
5.278.302; 5.286.717, 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496; 5.455.233; 5.466.677; 5.476.925, 5.519.126;
5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799, 5.587.361; y 5.625.050.

13



ES 2999 146 T3

Los compuestos oligoméricos basados en morfolinos se describen en Dwaine A. Braasch y David R. Corey,
Biochemistry, 2002, 41(14), 4503-4510); Genesis, volumen 30, edicion 3, 2001; Heasman, J., Dev. Biol., 2002, 243,
209-214; Nasevicius et al., Nat. Genet., 2000, 26, 216-220; Lacerra et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2000, 97, 9591-9596;
y patente estadounidense N.° 5.034.506, publicada el 23 de julio, 1991.

Los miméticos de oligonucleétidos de acido nucleico ciclohexenilo se describen en Wang et al., J. Am. Chem. Soc.,
2000, 122, 8595-8602.

Los esqueletos de los oligonucleétidos modificados que no incluyen un atomo de fésforo tienen esqueletos formados
por enlaces internucledsidos de alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces internucledsidos mixtos de heteroatomos
y alquilo o cicloalquilo, 0 uno 0 mas enlaces internucleésidos heteroatomicos o heterociclicos de cadena corta. Estos
comprenden los que tienen enlaces morfolinos (formados en parte a partir de la porcion de azucar de un nucledsido);
esqueletos de siloxano; esqueletos de sulfuro, sulféxido y sulfona; esqueletos de formacetilo y tioformacetilo;
esqueletos de metileno formacetilo y tioformacetilo; esqueletos que contienen alqueno; esqueletos de sulfamato;
esqueletos de metilenimino y metilenhidrazino; esqueletos de sulfonato y sulfonamida; esqueletos de amida; y otros
que tienen componentes mixtos N, O, S y CHZ2; véanse las patentes estadounidenses n.° 5.034.506; 5.166.315;
5.185.444; 5214.134; 5216.141; 5.235.033; 5.264.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677, 5.470.967;
5.489.677; 5541.307, 5.561.225; 5.596.086; 5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704;
5.623.070; 5.663.312; 5.633.360, 5.677.437;y 5.677.439.

También pueden incluirse una o0 mas fracciones de azUcar sustituidas, por €j., una de las siguientes en la posicion 2".
OH, SH, SCHs;, F, OCN, OCH; OCHs;, OCH; O(CH2)n CHs;, O(CHz)n NHz o O(CHz)n CH; donde n es de 1 a
aproximadamente 10; Ci a ClIO alquilo inferior, alcoxialcoxi, alquilo inferior sustituido, alquilarilo o aralquilo; CI; Br; CN,
CF3; OCF3; O-, S-, o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; SOCH3; SO2 CH3; ONO2; NO2; N3; NH2; heterocicloalquilo;
heterocicloalcarilo;, aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo de escisién de ARN; un grupo reporter,
un intercalador; un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido; o un grupo para mejorar
las propiedades farmacodinamicas de un oligonucleétido y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Una
modificacion preferida incluye 2'- metoxietoxi [2'-0-CH,CH>OCHj5, también conocido como 2'-O-(2-metoxietil)] (Martin
et al, Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486). Otras modificaciones preferidas son 2'-metoxi (2'-0-CHs), 2'-propoxi (2'-OCH,
CH2CHa) y 2-fluoro (2'-F). También pueden realizarse modificaciones similares en otras posiciones del oligonucledtido,
en particular en la posicidén 3' del azlcar del nucleétido terminal 3' y en la posicién 5' del nucleétido terminal 5'. Los
oligonucleotidos también pueden tener miméticos de azlcar como ciclobutilos en lugar del grupo pentofuranosilo.

Los acidos nucleicos inhibidores también pueden incluir, adicional o alternativamente, modificaciones o sustituciones
de nucleobases (a menudo denominadas en la técnica simplemente "bases"). Tal como se usan aqui, las nucleobases
"no modificadas" o "naturales"” incluyen adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Las nucleobases
modificadas incluyen nucleobases que se encuentran con poca frecuencia o de forma transitoria en los acidos nucleicos
naturales, por €j., hipoxantina, 6-metiladenina, pirimidinas 5-Me, en particular 5-metilcitosina (también denominada 5-
metil-2' desoxicitosina y a menudo denominada en la técnica 5-Me-C), 5-hidroximetilcitosina (HMC), HMC glucosil y
HMC gentobiosil, asi como nucleobases sintéticas, por ej., 2-aminoadenina, 2-(metilamino)adenina, 2-
(imidazolilalquil)adenina, 2-(aminoalquilamino)adenina u otras alquiladeninas heterosustituidas, 2-tiouracilo, 2-tiotimina,
5-bromouracilo, 5-hidroximetiluracilo, 8-azaguanina, 7-deazaguanina, N6 (6-aminohexil)adenina y 2,6- diaminopurina.
Kornberg, A., DNA Replication, W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1980, pp75- 77; Gebeyehu, G., et al. Nucl. Acids
Res. 1987, 15:4513). También puede incluirse una base "universal" conocida en la técnica, por €j., la inosina. Se ha
demostrado que las sustituciones 5-Me-C aumentan la estabilidad duplex del acido nucleico en 0,6-1,2<0>C. (Sanghvi,
Y. S,, en Crooke, S. T. y Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Ratdn, 1993, pp.
276-278) y actualmente son las sustituciones de base preferidas.

No es necesario que todas las posiciones de un oligonucleétido determinado estén uniformemente modificadas y, de
hecho, mas de una de las modificaciones mencionadas puede incorporarse en un solo oligonucleétido o incluso en un
solo nucleésido dentro de un oligonucleétido.

En algunas realizaciones, tanto un azlicar como un enlace internucledsido, es decir, el esqueleto, de las unidades de
nucleétidos se sustituyen por grupos nuevos. Las unidades de base se mantienen para la hibridacién con un compuesto
diana de acido nucleico apropiado. Uno de estos compuestos oligoméricos, un oligonucleétido mimético que ha
demostrado tener excelentes propiedades de hibridacidn, es el acido nucleico peptidico (PNA). En los compuestos de
PNA, el azucar-esqueleto de un oligonucleétido se sustituye por un esqueleto que contiene amida, por ejemplo, un
esqueleto de aminoetilglicina. Las nucleobases se retienen y se unen directa o indirectamente a atomos de nitrogeno
aza de la porcion amida del esqueleto. Patentes representativas estadounidenses que detallan la preparacion de
compuestos de PNA comprenden, entre otras, las patentes estadounidenses n.° 5.539.082; 5.714.331; y 5.719.262.
En Nielsen et al, Science, 1991, 254, 1497-1500 puede encontrarse mas informacién sobre los compuestos de PNA.

Los acidos nucleicos inhibidores también pueden incluir una o mas modificaciones o sustituciones de nucleobases (a
menudo denominadas en la técnica simplemente "bases"). Tal como se usan aqui, las nucleobases "no modificadas"
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0 "naturales" comprenden las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina
(C) y uracilo (U). Las nucleobases modificadas comprenden otras nucleobases sintéticas y naturales como la 5-
metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metil y otros derivados alquilicos
de la adenina y la guanina, 2-propilo y otros derivados alquilicos de la adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-
tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil uracilo y citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudo-
uracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-halo
particularmente 5-bromo, 5-trifluorometil y otros uracilos y citosinas 5-sustituidos, 7-metilquanina y 7-metiladenina, 8-
azaguanina y 8-azaadenina, 7- deazaguanina y 7-deazaadenina y 3- deazaguanina y 3-deazaadenina.

Ademas, las nucleobases comprenden las divulgadas en la Patente estadounidense N.° 3.687.808, las divulgadas en
'The Concise Encyclopedia of Polymer Science And Engineering', paginas 858-859, Kroschwitz, J.I., ed., John Wiley &
Sons, 1990, las divulgadas por Englisch et al. John Wiley & Sons, las divulgadas por Englisch et al., Angewandle
Chemie, International Edition’, 1991, 30, pagina 613, y las divulgadas por Sanghvi, Y. S., Capitulo 15, Antisense
Research and Applications', paginas 289- 302, Crooke, S.T. y Lebleu, B. ea., CRC Press, 1993. Algunas de estas
nucleobases son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos de la
invencion. Entre ellas se incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y 0-6 sustituidas, que
comprenden 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha demostrado que las sustituciones de 5-
metilcitosina aumentan la estabilidad duplex del acido nucleico en 0,6- 1,2<0>C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y Lebleu,
B., eds, 'Antisense Research and Applications', CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) y actualmente son las
sustituciones de base preferidas, incluso mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de azUlcar 2'-
O-metoxietil. Las nucleobases modificadas se describen en la patente estadounidense n.° 3.687.808, asi como
4.845.205; 5130.302; 5.134.066;, 5.175. 273; 5.367.066; 5432272, 5.457.187, 5.459.255; 5484.908, 5502.177;
5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.596.091; 5.614.617, 5.750.692, y 5.681.941.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores estan quimicamente enlazados a una o mas fracciones o
conjugados que mejoran la actividad, distribucion celular o captacién celular del oligonucledtido. Dichas fracciones
incluyen, entre otras, fracciones lipidicas como una fraccién de colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1989, 86, 6553-6556), acido colico (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chern. Let., 1994, 4, 1053-1060), un tioéter, por €;j.,
hexil-S- tritiltiol (Manoharan et al, Ann. N. Y. Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chern. Let.,,
1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol(Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533- 538), una cadena alifatica,
por €j., dodecandiol o residuos de undecilo (Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327-330; Svinarchuk et al., Biochimie,
1993, 75, 49- 54), un fosfolipido, por e]., di-hexadecil-rac-glicerol o 1 ,2-di-O- hexadecil- rac-glicerol-3-H-fosfonato de
trietilamonio (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-
3783), una poliamina o una cadena de polietilenglicol (Mancharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-
973), o acido acético adamantano (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654), una fraccién de palmitil
(Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264, 229-237), o una fraccidn de colesterol octadecilamina o hexilamino-
carbonil-t oxi (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Then, 1996, 277, 923-937). Véanse también las patentes
estadounidenses n.° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105, 5525.465; 5541.313; 5.545.730;, 5552.538, 5.578.717,
5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5118.802; 5.138.045; 5.414.077, 5.486. 603, 5.512.439; 5.578.718;
5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737; 4.824.941;, 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582;
4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963;, 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.5086;
5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241, 5.391.723; 5.416.203, 5.451.463, 5.510.475, 5.512.667,
5.514.785, 5.565.552, 5567.810, 5574.142, 5.585.481, 5.587.371, 5.595.726, 5597.696, 5599.923, 5.599.928 y
5.688.941.

Estas fracciones o conjugados pueden incluir grupos conjugados unidos covalentemente a grupos funcionales, tales
como grupos hidroxilo primarios o secundarios. Los grupos conjugados de la invencion incluyen intercaladores,
moléculas reporter, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que mejoran las propiedades
farmacodinamicas de los oligdmeros y grupos que mejoran las propiedades farmacocinéticas de los oligomeros. Los
grupos conjugados tipicos incluyen colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato, fenantridina,
antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Los grupos que mejoran las propiedades
farmacodinamicas, en el contexto de esta invencién, incluyen grupos que mejoran la captacion, potencian la resistencia
a la degradacién y/o refuerzan la hibridacion especifica de secuencias con el acido nucleico diana. Los grupos que
mejoran las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de esta invencidn, incluyen grupos que mejoran la captacion,
distribucién, metabolismo o excrecién de los compuestos de la presente invencidn. Los grupos de conjugados
representativos se divulgan en la Solicitud Internacional de Patente N.° PCT/US92/09196, presentada el 23 de octubre,
1992, y en la Patente estadounidense N.° 6.287.860. Las fracciones conjugadas incluyen, entre otras, fracciones
lipidicas como una fraccidn de colesterol, acido célico, un tioéter, por €j., hexil-5-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena
alifatica, por ej., dodecandiol o residuos de undecilo, un fosfolipido, por €j., di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio 1,2-
di-O-hexadecil-rac-glicerol-3-H-fosfonato, una poliamina o una cadena de polietilenglicol, o acido acético adamantano,
una fraccién de palmitil, o una fraccion de colesterol octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxi. Véanse, por €j., las
Patentes estadounidenses N.° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465;, 5541.313; 5545.730; 5.552.538;
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5578717, 5.580.731;, 5.580.731; 5.591.584; 5.100.124; 5.118.802; 5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439;
5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737, 4.824.941, 4.835.263; 4.876.335;
4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469;
5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241, 5.391.723; 5.416.203, 5.451.463; 5.510.475;
5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371; 5.595.726; 5.507.696; 5.599.923;
5.599.928 y 5.688.941.

Acidos nucleicos bloqueados (LNAs)

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores modificados utilizados en los métodos aqui descritos
comprenden moléculas de acido nucleico bloqueado (LNA), por €j., incluyendo [alfa]-L-LNAs. Los LNAs comprenden
analogos de acido ribonucleico donde el anillo de ribosa esta "blogueado” por un puente de metileno entre el 2'-oxigeno
y el 4'-carbono - es decir, oligonucledtidos que contienen al menos un mondmero de LNA, es decir, un nucleétido 2'-
0,4'-C'-C-metileno-B-D-ribofuranosil. Las bases de LNA forman pares de bases Watson- Crick estandar, pero la
configuracion bloqueada aumenta la velocidad y la estabilidad de la reaccion de emparejamiento de bases (Jepsen et
al., Oligonucleotides, 14, 130-146 (2004)). Los LNAs también tienen una mayor afinidad para emparejarse con el ARN
que con el ADN. Estas propiedades hacen que los LNAs sean especialmente Utiles como sondas para la hibridacidn
fluorescente in situ (FISH) y la hibridacidon genémica comparativa, como herramientas de knockdown para miRNAs y
como oligonucledtidos antisentido para seleccionar ARNm u otros ARNSs, por €., los ARNs aqui descritos.

Las moléculas de LNA pueden incluir moléculas que comprenden 10-30, por €j., 12-24, por €j., 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucleétidos en cada cadena, donde una de las cadenas es
sustancialmente idéntica, por €j., al menos 80 % (o0 mas, por €j., 85 %, 90 %, 95 % o 100 %) idéntica, por €j., con 3, 2,
1 o 0 nucleétidos no coincidentes, a una regién diana en el ARN. Las moléculas de LNA pueden sintetizarse
quimicamente utilizando los métodos conocidos en la técnica.

Las moléculas de LNA se pueden disefiar utilizando cualquier método conocido en la técnica; se conocen algunos
algoritmos y estan disponibles comercialmente (por €j., en Internet, por ejemplo, en exigon.com). Véase, por €j., You
etal., Nuc. Acids. Res. 34.e60 (2006); McTigue et al., Biochemistry 43:5388-405 (2004); and Levin et al., Nuc. Acids.
Res. 34:el42 (2008). Por ejemplo, se pueden utilizar métodos de "walking de genes”, similares a los utilizados para
disefiar oligos antisentido, para optimizar la actividad inhibidora del LNA; por ejemplo, se puede preparar una serie de
oligonucleétidos de 10-30 nucleétidos que abarquen la longitud de un ARN diana y después testar la actividad.
Opcionalmente, pueden dejarse huecos, por €j. de 5-10 nucleédtidos 0 mas, entre LNAs para reducir el numero de
oligonucledtidos sintetizados y testados. El contenido de GC se sitla preferentemente entre el 30-60 %. Las directrices
generales para disefiar LNAs son conocidas en la técnica; por ejemplo, las secuencias de LNA se uniran muy
estrechamente a otras secuencias de LNA, por lo que es preferible evitar la complementariedad significativa dentro de
un LNA. En la medida de lo posible, deben evitarse los tramos contiguos de mas de cuatro residuos de LNA (por
ejemplo, puede que no sea posible con oligonucledtidos muy cortos (por €j., de unos 9-10 nt)). En algunas realizaciones,
los LNAs son xilo-LNAs.

Para mas informacién sobre los LNA véanse las Patentes estadounidenses N.° 6.268.490; 6.734.291; 6.770.748;
6.794.499; 7.034.133; 7.053.207; 7.060.809;, 7.084.125; y 7.572.582; y la publicacion previa a la concesidén en EE. UU
N.° 20100267018; 20100261175; y 20100035968, Koshkin et al. Tetrahedron 54, 3607-3630 (1998); Obika et al.
Tetrahedron Lett. 39, 5401-5404 (1998); Jepsen et al., Oligonucleotides 14:130-146 (2004), Kauppinen et al., Drug Disc.
Today 2(3):287-290 (2005); and Ponting et al., Cell 136(4):629-641 (2009), y referencias citadas en las mismas.

Fabricacién y uso de acidos nucleicos inhibidores

Las secuencias de &cido nucleico utilizadas para poner en préactica los métodos aqui descritos, ya sean ARN, ADNCc,
ADN gendmico, vectores, virus o hibridos de los mismos, pueden aislarse de diversas fuentes, modificarse
genéticamente, amplificarse y/o expresarse/generarse de forma recombinante. Las secuencias de acidos nucleicos
recombinantes pueden aislarse individualmente o clonarse y probarse para una actividad deseada. Puede utilizarse
cualquier sistema de expresién recombinante, incluyendo, por ejemplo, sistemas de expresion in vitro, bacterianos,
fungicos, de mamiferos, levaduras, insectos o células vegetales.

Las secuencias de acidos nucleicos de la invencion pueden insertarse en vectores administrables y expresarse a partir
de unidades de transcripcién dentro de los vectores. Los vectores recombinantes pueden ser plasmidos de ADN o
vectores virales. La generacidn de la construccién vectorial puede conseguirse usando cualquier técnica de ingenieria
genética adecuada establecida en la técnica, incluyendo entre otras, las técnicas estandar de PCR, sintesis de
oligonucleétidos, digestién con endonucleasas de restriccion, ligacidn, transformacion, purificacion de plasmidos y
secuenciacion de ADN, por ejemplo como se describe en Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
(1989)), Coffin et al. (Retroviruses. (1997)) and "RNA Viruses: A Practical Approach" (Alan J. Cann, Ed., Oxford
University Press, (2000)). Como seréa evidente para un experto en la materia, se dispone de una variedad de vectores
adecuados para transferir los acidos nucleicos de la invencion a las células. La seleccién de un vector apropiado para
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administrar acidos nucleicos y la optimizacién de las condiciones para la insercion del vector de expresion seleccionado
en la célula, entran dentro de las competencias de un experto en la materia sin necesidad de experimentacion excesiva.
Los vectores virales comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene secuencias para la produccién de virus
recombinantes en una célula de empaquetamiento. Los vectores virales que expresan los acidos nucleicos de la
invencidon se pueden construir en base a esqueletos virales, incluyendo, entre otros, un retrovirus, lentivirus, adenovirus,
virus adenoasociado, virus de la viruela o alfavirus. Los vectores recombinantes capaces de expresar los acidos
nucleicos de la invencion pueden administrarse como se describe en esta especificacion y persistir en las células diana
(por gj., transformantes estables).

Las secuencias de acidos nucleicos utilizadas para poner en practica esta invencién pueden sintetizarse in vitro
mediante técnicas de sintesis quimica conocidas, como se describe, por €j.,, en Adams (1983) J. Am. Chern. Soc.
105:661; Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440- 3444; Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 19:373-380;
Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896; Narang (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol.
68:109; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859; Patente estadounidense N.° 4.458.066.

Las secuencias de acidos nucleicos de la invencion pueden estabilizarse contra la degradacion nucleolitica, por ejemplo,
mediante la incorporacion de una modificacién, por €j., una modificacién de nucleotidos. Por ejemplo, las secuencias
de acidos nucleicos de la invencién pueden incluir un fosforotioato al menos en el primer, segundo o tercer enlace
internucleotidico en el extremo 5' 0 3' de la secuencia de nucledtidos. Otro ejemplo, la secuencia del acido nucleico
puede incluir un nucleétido 2'-modificado, por €j., un 2'-desoxi, 2'-desoxi-2'-fluoro, 2'-O-metil, 2'-O-metoxietil (2'-O-MOE),
2'-O-aminopropil (2'-0-AP), 2'-O-dimetilaminoetil (2'-0-DMAOE), 2'-O-dimetilaminopropilo (2'-O-DMAP), 2-O-
dimetilaminoetiloxietilo (2'-O-DMAEOE), o 2'-O-N-metilacetamido (2'-O-NMA). En otro ejemplo, la secuencia del acido
nucleico puede incluir al menos un nucleétido modificado 2'-O-metil, y en algunas realizaciones, todos los nucleotidos
incluyen una modificacion 2'-O-metil. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos estan "bloqueados”, es decir,
comprenden analogos de acidos nucleicos en los que el anillo de ribosa esta "bloqueado” por un puente de metileno
que conecta el atomo 2'-0 y el atomo 4'-C (véase, por €j., Kaupinnen et al., Drug Disc. Today 2(3):287-290 (2005),
Koshkin et al.,, J. Am. Chern. Soc., 120(50). 13252-13253 (1998)). Para modificaciones adicionales, véase US
20100004320, US 20090298916, y US 20090143326.

Las técnicas para la manipulacion de acidos nucleicos utilizadas para poner en practica esta invencion, tales como,
por gj., subclonacién, sondas de marcado (por ej., marcado de cebadores aleatorios utilizando polimerasa de Klenow,
traduccién de Nick, amplificacién), secuenciacion, hibridacion y similares estan bien descritas en la literatura cientifica
y de patentes, véase, por ej., Sambrook et al., Molecular Cloning; A Laboratory Manual 3d ed. (2001); Current Protocols
in Molecular Biology, Ausubel et al., eds. (John Wiley & Sons, Inc., New York 2010); Kriegler, Gene Transfer and
Expression: A Laboratory Manual (1990); Laboratory Techniques In Biochemistry And Molecular Biology: Hybridization
With Nucleic Acid Probes, Part |. Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N.Y. (1993).

Composiciones farmacéuticas

Los usos aqui descritos pueden incluir la administracion de composiciones y formulaciones farmacéuticas que
comprenden anticuerpos inhibidores o secuencias de acidos nucleicos disefiadas para seleccionar el ARN de SMOC2.

En algunas realizaciones, las composiciones se formulan con un portador farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones y formulaciones farmacéuticas pueden administrarse por via parenteral, topica, oral o local, en la forma
de aerosol o transdérmica. Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de cualquier manera y pueden
administrarse en distintas formas de dosificacion unitarias dependiendo de la afeccidn o enfermedad y el grado de
enfermedad, la condicion médica general de cada paciente, el método de administracion preferido resultante y similares.
Los detalles sobre las técnicas de formulacion y administracién de productos farmacéuticos estan bien descritos en la
literatura cientifica y de patentes; véase, por €j., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st ed., 2005.

Los acidos nucleicos inhibidores pueden administrarse solos 0 como un componente de una formulacién farmacéutica
(composicidn). Los compuestos se pueden formular para la administracion, de cualquier forma conveniente para el uso
en medicina humana o veterinaria. También pueden estar presentes en las composiciones agentes humectantes,
emulsionantes y lubricantes, como lauril sulfato sddico y estearato de magnesio, asi como colorantes, agentes
desmoldeantes, agentes de recubrimiento, edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, conservantes y antioxidantes.

Las formulaciones de las composiciones de la invencidn incluyen las adecuadas para la administracién intradérmica,
por inhalacién, oral/nasal, tdpica, parenteral, rectal y/o intravaginal. Las formulaciones pueden presentarse
convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse por cualquier método conocido en la técnica
farmacéutica. La cantidad de principio activo (por g]., secuencias de acido nucleico de la presente invencion) que puede
combinarse con un material portador para producir una Unica forma de dosificacién variara en funcién del huésped que
se esté tratando, el modo particular de administracion, por ej., intradérmica o por inhalacién. La cantidad de principio
activo que puede combinarse con un material portador para producir una Unica forma de dosificacion sera generalmente
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aquella cantidad del compuesto que produzca un efecto terapéutico, por €j., una respuesta humoral o de células T
especifica del antigeno.

Las formulaciones farmacéuticas pueden prepararse de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica de
fabricacién de productos farmacéuticos. Dichos farmacos pueden contener agentes edulcorantes, aromatizantes,
colorantes y conservantes. Una formulacién puede ser una mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no
tdxicos que sean adecuados para la fabricacion. Las formulaciones pueden incluir uno o mas diluyentes, emulsionantes,
conservantes, tampones, excipientes, etc., y pueden presentarse en forma de liquidos, polvos, emulsiones, polvos
liofilizados, aerosoles, cremas, lociones, formulaciones de liberacidon controlada, comprimidos, pildoras, geles, parches,
implantes, etc.

Las formulaciones farmacéuticas para administracién oral pueden formularse utilizando portadores farmacéuticamente
aceptables conocidos en la técnica en las dosis apropiadas y adecuadas. Dichos portadores permiten que los productos
farmacéuticos se formulen en formas de dosificacion unitarias como comprimidos, pildoras, polvos, grageas, capsulas,
liquidos, pastillas, geles, jarabes, pastas, suspensiones, etc., adecuadas para la ingestién por parte del paciente. Las
preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden formularse como un excipiente solido, moliendo opcionalmente una
mezcla resultante, y procesando la mezcla de granulos, tras afiadir compuestos adicionales adecuados, si se desea,
para obtener comprimidos o grageas. Los excipientes sélidos adecuados son rellenos de carbohidratos o proteinas,
por ej., azucares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; almidén de maiz, trigo, arroz, patata u otras plantas;
celulosa, como metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa o carboximetilcelulosa sédica; y gomas, incluyendo arabiga y
tragacanto; y proteinas, por ej., gelatina y colageno. Pueden afiadirse agentes desintegradores o solubilizantes, como
la polivinilpirrolidona reticulada, agar, acido alginico o una sal de los mismos, como el alginato sddico. Las capsulas
Push-fit pueden contener agentes activos mezclados con un relleno o aglutinantes como lactosa o almidones,
lubricantes como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los agentes
activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, como aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicol
liquido con o sin estabilizantes.

Las suspensiones acuosas pueden contener un agente activo (por gj., secuencias de acido nucleico de la invencidn)
en forma de mezcla con excipientes adecuados para la fabricaciéon de suspensiones acuosas, por €j., para inyecciones
intradérmicas acuosas. Dichos excipientes incluyen un agente de suspension, como carboximetilcelulosa sédica,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato sddico, polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma acacia, y agentes
dispersantes o humectantes como un fosfatido natural (por €j., lecitina), un producto de condensacidn de un éxido de
alquileno con un acido graso (p. €]., estearato de polioxietileno), un producto de condensacién de éxido de etileno con
un alcohol alifatico de cadena larga (p. ej., oxiacetanol de heptadecaetileno), un producto de condensacidén de oxido
de etileno con un éster parcial derivado de un acido graso y un hexitol (p. e}, monooleato de sorbitol polioxietilenado),
0 un producto de condensacién de dxido de etileno con un éster parcial derivado de un acido graso y un hexitol
anhidrido (por €j., monooleato de sorbitan polioxietiienado). La suspension acuosa también puede contener uno o mas
conservantes, como etilo o n-propilo, p-hidroxibenzoato, uno o mas colorantes, uno 0 mas aromatizantes y uno o mas
edulcorantes, como sacarosa, aspartamo o sacarina. Las formulaciones pueden ajustarse a efectos de osmolaridad.

En algunas realizaciones, se utilizan productos farmacéuticos con base de aceite para la administracion de las
secuencias de &cidos nucleicos de la invencion. Las suspensiones con base de aceite pueden formularse
suspendiendo un agente activo en un aceite vegetal, como aceite de arachis, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite
de coco, 0 en un aceite mineral como parafina liquida; o una mezcla de estos. Véase, por g]., la Patente estadounidense
N.° 5.716.928, que describe el uso de aceites esenciales o componentes de aceites esenciales para aumentar la
biodisponibilidad y reducir la variabilidad interindividual e intraindividual de compuestos farmacéuticos hidréfobos de
administracion oral (véase también la Patente estadounidense N.° 5.858.401). Las suspensiones oleosas pueden
contener un agente espesante, como cera de abeja, parafina dura o alcohol cetilico. Pueden afiadirse agentes
edulcorantes para proporcionar una preparacion oral mas apetecible, como glicerol, sorbitol o sacarosa. Estas
formulaciones pueden conservarse mediante la adicion de un antioxidante, como el acido ascorbico. Como ejemplo de
vehiculo oleoso inyectable, véase Minto (1997) J. Pharmacol. Exp. Ther. 281:93-102.

Las formulaciones farmacéuticas también pueden presentarse en forma de emulsiones de aceite en agua. La fase
oleosa puede ser un aceite vegetal o un aceite mineral, como los descritos antes, o una mezcla de los mismos. Entre
los agentes emulsionantes adecuados se incluyen gomas naturales, como la goma acacia y la goma tragacanto,
fosfatidos naturales, como la lecitina de soja, ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de
hexitol, como el monooleato de sorbitan, y productos de condensacion de estos ésteres parciales con 6xido de etileno,
como el monooleato de sorbitan polioxietiienado. La emulsion también puede contener agentes edulcorantes y
aromatizantes, como en la formulacion de jarabes y elixires. Tales formulaciones también pueden contener un
demulcente, un conservante o un colorante. En realizaciones alternativas, estas emulsiones inyectables de aceite en
agua de la invencion comprenden un aceite de parafina, un monooleato de sorbitan, un monooleato de sorbitan
etoxilado y/o un trioleato de sorbitan etoxilado.
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Los compuestos farmacéuticos también pueden administrarse por via intranasal, intraocular e intravaginal, incluyendo
supositorios, insuflaciones, polvos y formulaciones en aerosol (para ejemplos de inhaladores esteroideos, véase, por
€j., Rohatagi (1995) J. Clin. Pharmacol. 35:1187-1193; Tjwa (1995) Ann. Allergy Asthma Immunol. 75:107- 111). Las
férmulas de supositorios pueden prepararse mezclando el farmaco con un excipiente no irritante adecuado que sea
solido a temperaturas normales pero liquido a temperaturas corporales y que, por tanto, se funda en el cuerpo para
liberar el farmaco. Tales materiales son la manteca de cacao y los polietilenglicoles.

En algunas realizaciones, los compuestos farmacéuticos pueden administrarse por via transdérmica, por via tdpica,
formulados como bastoncillos aplicadores, soluciones, suspensiones, emulsiones, geles, cremas, pomadas, pastas,
jaleas, tinturas, polvos y aerosoles.

En algunas realizaciones, los compuestos farmacéuticos también pueden administrarse como microesferas de
liberacion lenta en el organismo. Por ejemplo, las microesferas pueden administrarse mediante inyeccién intradérmica
del farmaco que se libera lentamente por via subcutéanea; véase Rao (1995) J. Biomater Sci. Polym. Ed. 7:623-645;
como formulaciones de gel biodegradables e inyectables, véase, por €j., Gao (1995) Pharm. Res. 12:857-863 (1995),
0, como microesferas para la administracién oral, véase, por €j., Eyles (1997) J. Pharm. Pharmacol. 49:669-674.

En algunas realizaciones, los compuestos farmacéuticos pueden administrarse por via parenteral, ya sea por
administracion intravenosa (IV) o administracion en una cavidad corporal o lumen de un 6rgano. Estas formulaciones
pueden comprender una solucién del agente activo disuelto en un portador farmacéuticamente aceptable. Los
vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse son el agua y la solucion de Ringer, un cloruro sodico
isoténico. Ademas, pueden emplearse aceites no volatiles estériles como disolvente o medio de suspension. Para ello,
puede emplearse cualquier aceite no volatil suave, incluyendo los mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, en la
preparacién de inyectables también pueden utilizarse acidos grasos como el acido oleico. Estas soluciones son
estériles y generalmente estan libres de materias indeseables. Estas formulaciones pueden esterilizarse mediante
técnicas de esterilizacion convencionales y conocidas. Las formulaciones pueden contener sustancias auxiliares
farmacéuticamente aceptables, segln se requiera para aproximarse a las condiciones fisiolégicas, como agentes de
ajuste del pH y tamponadores, agentes de ajuste de latoxicidad, por €j., acetato sodico, cloruro sédico, cloruro potasico,
cloruro calcico, lactato sodico y similares. La concentracion de agente activo en estas formulaciones puede variar
ampliamente, y se seleccionara principalmente en funcion de los voliumenes de fluidos, viscosidades, peso corporal y
similares, de acuerdo con el modo de administracion particular seleccionado y las necesidades del paciente. Para la
administracién intravenosa, la formulacion puede ser una preparacion inyectable estéril, como una suspension acuosa
u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspensién puede formularse utilizando agentes dispersantes o humectantes y
agentes de suspension adecuados. La preparacién inyectable estéril también puede ser una suspensién en un
diluyente o disolvente no tdxico aceptable parenteralmente, como una solucién de 1,3- butanodiol. La administracién
también se puede hacer mediante bolo o infusién continua (por ej., introduccidon practicamente ininterrumpida en un
vaso sanguineo durante un periodo de tiempo determinado).

En algunas realizaciones, los compuestos farmacéuticos y las formulaciones pueden liofilizarse. Las formulaciones
liofilizadas estables que comprenden un acido nucleico inhibidor pueden elaborarse liofilizando una solucién que consta
de un producto farmacéutico de la invencidon y un agente de carga, por €j., manitol, trehalosa, rafinosa y sacarosa o
mezclas de los mismos. Un proceso para preparar una formulacion liofilizada estable puede incluir liofilizar una solucién
de aprox. 2,5 mg/mL de proteina, aprox. 15 mg/mL de sacarosa, aprox. 19 mg/mL de NaCl, y un tampén de citrato
sddico con un pH superior a 5,5 pero inferior a 6,5. Véase, por ¢j., U.S. 20040028670.

Las composiciones y formulaciones pueden administrarse mediante el uso de liposomas. Usando liposomas, en
particular cuando la superficie de los liposomas porta ligandos especificos para las células diana, o se dirigen
preferentemente a un érgano especifico, se puede concentrar la administracién del agente activo en las células diana
in vivo. Véase, por ¢j., las Patentes estadounidenses N.°6.063.400; 6.007.839; Al-Muhammed (1996) J. Microencapsul.
13:293-306; Chonn (1995) Curr. Opin. Biotechnol. 6:698-708; Ostro (1989) Am. J. Hosp. Pharm. 46:1576-1587. Tal
como se usa en la presente invencion, el término "liposoma" significa una vesicula compuesta de lipidos anfifilicos
dispuestos en una bicapa o bicapas. Los liposomas son vesiculas unilamelares o multilamelares que tienen una
membrana formada de un material lipofilico y un interior acuoso que contiene la composicién a administrar. Los
liposomas catiénicos son liposomas cargados positivamente que se cree que interactian con moléculas de ADN
cargadas negativamente para formar un complejo estable. Se cree que los liposomas sensibles al pH o cargados
negativamente atrapan el ADN en lugar de formar un complejo con él. Se han utilizado liposomas catidénicos y no
catiénicos para administrar ADN a las células.

Los liposomas también pueden incluir liposomas "estabilizados estéricamente", es decir, liposomas que comprenden
uno o mas lipidos especializados. Cuando se incorporan a los liposomas, estos lipidos especializados dan lugar a
liposomas con tiempos de vida en circulacién mejorados en relacidn con los liposomas que carecen de dichos lipidos
especializados. Ejemplos de liposomas estabilizados estéricamente son aquellos en los que parte de la porcion lipidica
formadora de vesiculas del liposoma comprende uno o0 mas glicolipidos o esta derivatizada con uno 0 mas polimeros
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hidréfilos, como una fraccion de polietilenglicol (PEG). Los liposomas y sus usos se describen con mas detalle en la
Patente estadounidense N.° 6.287.860.

Las formulaciones de la invencion pueden administrarse para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En algunas
realizaciones, para aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un sujeto que necesita reducir los
niveles de triglicéridos, 0 que esta en riesgo de padecer o padece un trastorno aqui descrito, en una cantidad suficiente
para curar, aliviar o detener parcialmente las manifestaciones clinicas del trastorno o sus complicaciones; esto se puede
denominar una cantidad terapéuticamente eficaz. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas de la invencion se administran en una cantidad suficiente para reducir los niveles séricos de triglicéridos
en el sujeto.

La cantidad de composicion farmacéutica adecuada para lograr esto es una dosis terapéuticamente eficaz. La pauta
de dosificacion y las cantidades efectivas para este uso, es decir, el régimen de dosificacién, dependeran de diversos
factores, como la fase de la enfermedad o afeccidn, la gravedad de la enfermedad o afeccién, el estado general de
salud del paciente, el estado fisico del paciente, la edad y otros factores similares. Al calcular el régimen de dosificacidn
para un paciente, también se tiene en cuenta el modo de administracién.

El régimen de dosificacién también tiene en cuenta parametros farmacocinéticos conocidos en la técnica, es decir, la
tasa de absorcién, biodisponibilidad, metabolismo, aclaramiento y similares de los agentes activos (véase, por gj.,
Hidalgo-Aragones (1996) J. Steroid Mol. Biol. 58:611-617; Groning (1996) Pharmazie 51:337-341; Fotherby (1996)
Contraception 54:59-69; Johnson (1995) J. Pharm. Sci. 84:1144-1146, Rohatagi (1995) Pharmazie 50:610-613; Brophy
(1983) Eur. J. Clin. Pharmacol. 24:103-108; Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 ed., 2005). El
estado de la técnica permite al clinico determinar el régimen de dosificacion para cada paciente individual, agente
activo y enfermedad o afeccidn tratada. Las directrices proporcionadas para composiciones similares utilizadas como
productos farmacéuticos pueden utilizarse como guia para determinar el régimen de dosificacién, es decir, la pauta de
dosis y los niveles de dosificacion, administrados practicando los métodos de la invencién que sean correctos y
apropiados.

Pueden administrarse una o varias formulaciones dependiendo, por ejemplo, de la dosis y la frecuencia requeridas y
toleradas por el paciente, el grado y la cantidad del efecto terapéutico generado después de cada administracién (por
ej., efecto sobre el tamafio o el crecimiento del tumor), y similares. Las formulaciones deben proporcionar una cantidad
suficiente de agente activo para tratar, prevenir o mejorar eficazmente afecciones, enfermedades o sintomas.

En realizaciones alternativas, las formulaciones farmacéuticas para la administracién oral se sitlan en una cantidad
diaria de entre 1y 100 o méas mg por kilogramo de peso corporal al dia. A diferencia de la administracion oral, pueden
utilizarse dosis méas bajas en el torrente sanguineo, en una cavidad corporal 0 en el lumen de un érgano. Pueden
utilizarse dosis sustancialmente mas altas en la administracién topica u oral o al administrar en forma de polvos,
aerosoles o inhalacion. Los métodos reales para preparar formulaciones administrables por via parenteral o no
parenteral seran conocidos o evidentes para los expertos en la materia y se describen con mas detalle en publicaciones
como Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 ed., 2005.

Diversos estudios han notificado el éxito de la dosificacion en mamiferos utilizando secuencias complementarias de
acidos nucleicos. Véase, por ejemplo, Esau C., et al., (2008) Cell Metabolism, 3(2):87-98; Kriitzfeldt J., et al., (2005)
Nature 438, 685-689; Elmen J., et al., (2008) Nature 452, 896-899.

Tratamientos combinados

Los usos aqui descritos pueden incluir el uso de tratamientos estandar ademas del inhibidor de SMOC2. Los
tratamientos para la fibrosis renal y/o la enfermedad renal cronica son conocidos en la técnica e incluyen, a modo de
ejemplo entre otros, la didlisis; el trasplante; una dieta baja en proteinas; un inhibidor de ACE (por ej. perindopril,
captopril, enalapril, lisinopril, o ramipril); un bloqueante de los receptores de la angiotensina Il (ARB) (por €j., Losartan,
irbesartan, olmesartan, candesartan, valsartan, fimasartan o telmisartan); control de lipidos (por ej., estatinas),
suplementos de vitamina D; control del fosforo; control de la anemia (por €j., agentes estimulantes eritroides);
prevencién de la acidosis (por €j., bicarbonato sodico); y control del acido urico (por e€j., alopurinol).

EJEMPLOS

La invencion se describe con mas detalle en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion descrita
en las reivindicaciones.

Métodos
En los siguientes ejemplos se utilizaron los siguientes materiales y métodos.

Estudios en humanos
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El Consejo de Revisidn Institucional aprobd los protocolos de reclutamiento y recogida de muestras de orina, que se
realizd con el consentimiento informado por escrito de los participantes. Se obtuvieron muestras de orina de pacientes
con enfermedad renal crénica (ERC) en la clinica ambulatoria de nefrologia del Brigham and Women's Hospital (BWH).
Para este estudio se incluyeron pacientes con ERC en fase 4 o 5 (tasa de filtracién glomerular estimada [TFGe] < 30
ml/min/1,73m?). Se excluy6 a los pacientes que habian sido hospitalizados recientemente o habian sufrido un episodio
de AKI (aumento de la creatinina sérica > 50 % en un periodo de una semana) en los Ultimos 3 meses, 0 que habian
notificado o sospechado una infeccion del tracto urinario en las Ultimas 3 semanas. Se obtuvieron muestras de orina
de voluntarios sanos del Proyecto PhenoGenetics, un estudio del impacto de la variacién genética en individuos sanos.
Se recluté a participantes de entre 19 y 75 afios del area de Boston mediante anuncios en medios de comunicacidn
locales y folletos. El criterio de inclusidn era la voluntad de proporcionar 120 ml de sangre cuatro veces al afio durante
cinco afios. Los criterios de exclusién fueron la presencia de enfermedades inflamatorias autodeclaradas (por €j., asma
0 psoriasis), enfermedades autoinmunes (por €j., lupus o esclerosis multiple), enfermedades metabdlicas crénicas (por
ej., enfermedad tiroidea o diabetes) o infecciones crénicas (por ej., hepatitis B o C; VIH). Se recogid la orina, se
centrifugd a 3200G durante 5 minutos y se recogid el sobrenadante, que se almacené a -80°C en las 4 horas siguientes
a su recogida. Las muestras de tejido renal humano desidentificado de pacientes con o sin fibrosis renal grave (n=10)
se obtuvieron del Departamento de Patologia del Brigham and Women's Hospital.

Estudios en animales

Modelos genéticos de ratén: Los ratones transgénicos con sobreexpresion de SMOC2 (Tg (Smoc2-
EGFP)HY 194Gsat/Mmucd) (SMOC2 Tg) fueron adquiridos por la Universidad de California, y generados utilizando un
BAC modificado, conteniendo un ascendente de EGFP insertado del gen SMOC?2 diana, que se inyecto en pronucleos
de ovocitos fertilizados FVB/N. La progenie hemicigética se apareé con ratones IcrTac:ICR en cada generacién
posterior. Srnoc2i™!-1 (KOMp)vieg fe generado por el Programa Knockout Mouse Phenotyping (KOMP?) en The Jackson
Laboratory utilizando células madre embrionarias proporcionadas por el International Knockout Mouse Consortium. El
casete Velocigene ZEN-UB1 se inserté en el gen sustituyendo todos los exones codificantes y las secuencias
intervinientes. El constructo se introdujo en células madre embrionarias (ES) VGB6 C57BL/6N-derivadas, y las células
ES correctamente seleccionadas se inyectaron en blastocitos B6 (Cg)-Tyrc-2J/J (Stock n.° 58). Los machos quiméricos
resultantes se cruzaron con hembras C57BL/6J y luego con BEN.Cg-Tg (Sox2-cre)lAmc/d (Stock n.° 014094) para
eliminar el neocasete. La descendencia resultante se cruzé para eliminar el transgén de expresion cre. El genotipado
se realizo utilizando los cebadores apropiados (Tabla 1). Los modelos genéticos de ratdon se compararon con sus
respectivos compafieros de camada de tipo salvaje. Todos los ratones C57BL/6J utilizados en los experimentos se
adquirieron en Charles River Laboratories. Todos los protocolos de mantenimiento y tratamiento de los animales se
ajustaron ala Guia de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio adoptada y promulgada por los Institutos Nacionales
de Salud y fueron aprobados por los Comités de Cuidado y Uso de Animales de la Harvard Medical School.

Tabla 1 Lista de cebadores utilizados para el genotipado

Gen F/R | Secuencia SEQ ID NO:
F TCC TTC TCC AGCACC AAGTC 1
Tipo salvaje
R TGA TCC AAAAGT GCC TCCTC 2
KO F CGG TCG CTACCATTACCAGT 3
R CAT GCT CTG AGA AAT Chol TAC CAA 4
F TGA CAG Chol CAGCGG CAGTT 5
Transgénico
R TAG CGG CTGAAG CAC TGC A 6

Modelos experimentales de fibrosis: Se utilizaron los modelos de ratén de fibrosis renal descritos previamente en detalle
por nuestro grupo (29). Se describen brevemente los siguientes modelos:

Modelo de acido folico (AF). En las mismas condiciones de alojamiento/dieta, los ratones machos SMOC2 Tg con su
cepa de control coincidente (FVB/N e lcrTacTCR) (25-29 @), los ratones machos SMOC2 KO con su cepa de control
coincidente (C57BL/6) (21-24 g), y los ratones machos BALB/c (25-29 g) de 8 a 12 semanas de edad recibieron una
Unica inyeccion intraperitoneal (ip) de 250 mg/kg de AF disuelto en 0,3 M de una solucion de bicarbonato sédico (29).
Los ratones fueron sometidos a eutanasia a los 7 y 14 dias tras la administracion. La eutanasia se realizé bajo anestesia
de isoflurano.

Modelo de obstruccién unilateral del uréter (UUO). Se anestesiaron ratones hembra SMOC2 Tg con su cepa control
coincidente (FVB/N e lcrTacTCR) (25-29 g), y ratones macho BALB/c (25-29 g) de 8 a 12 semanas de edad (50 mg/kg
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con pentobarbital sodico, ip), y se expuso su rifidn izquierdo mediante incisién en el flanco. El uréter se ligd en 2 puntos
proximales al rifion con suturas 6-0. A los ratones simulados se les expuso el rifidn pero no se les ligd el uréter. Se aislé
tejido del rifidn contralateral (CoK) de los ratones SMOC2 Tgy tipo salvaje tras el tratamiento de OUU 14 dias después.
Los ratones recibieron dosis de reposicion de liquidos (1 mL de solucion salina normal, calentada a 37°C, por via
subcutanea) inmediatamente después de la cirugia. Los animales fueron sacrificados a los 7 y 14 dias tras la cirugia.
La eutanasia se realizé bajo anestesia de isoflurano.

Administracién de siRNA. Ratones macho C57BL/6 (21-24 g) de 8 semanas recibieron siRNA de SMOC2 (30 pg/200
pL) o siRNA aleatorizado de control (30 pg/200 plL) en medio portador de solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
sin RNAse mediante inyeccién intravenosa a las -4h, +2d, +4d y +6d del tratamiento con acido félico/vehiculo.

Patologia e inmunotinciones

Patologia de cuerpo completo: Se realizé la necropsia completa de ratones machos y hembras (n=6/cada uno) de los
4 grupos (SMOC2-KO, SMOC2-Tg, y sus respectivos controles de camada) para investigar las diferencias patolégicas
entre los grupos. Los organos se fijaron con formalina, se deshidrataron en EtOH al 70 %, se incluyeron en parafina y
se tifieron con H&E. El departamento de patologia del Dana-Farber/Harvard Cancer Center, dirigido por el Dr. Peter
Howley, proporcioné un informe certificado detallado para el analisis histologico de todos los érganos.

Histologia y tinciones: Para la evaluacion histolégica, los tejidos renales se perfundieron con PBS frio antes de la
recoleccion. Las muestras para inmunofluorescencia se fijaron en paraformaldehido al 4 % a 4°C durante 24 horas,
después se lavaron en solucion de sacarosa al 30 % durante la noche antes de la crioconservacién en Tissue-Tek
O.C.T. (VWR, Radnor, PA). Las muestras para la tincién histoldgica se fijaron en formol durante 24 horas y luego se
almacenaron en etanol al 70 % antes de embeberlas en parafina. Las muestras de rifidn humano se recibieron
embebidas en parafina. Los tejidos embebidos en parafina se cortaron en secciones de 4 a 6 cm y se tifieron con
tricromico de Masson y rojo Picrosirius. Las imagenes se capturaron en un Carl Zeiss Axiolmager.M2 utilizando el
software AxioVision SE64 con el objetivo Plan Apochromat 20X/0.8. Todas las imagenes se analizaron mediante NIH
Imaged utilizando un algoritmo de umbral de color (ajustes de umbral idénticos para los conjuntos de imagenes
comparados) escrito por G. Landini (versidn vl.8) disponible en denti stiy.bham.ac.uk/landinig/software/software. html.

Inmunofluorescencia y microscopia cuantitativa: Los rifiones de ratén embebidos en OCT y los rifiones humanos
embebidos en parafina se cortaron en secciones de 4 a 6 pm y se permeabilizaron en |X PBS con Triton X-100 (0,1 %)
durante 10 minutos. A continuacion, las secciones se marcaron con Cy3-aSMA (1:500; Cell Signaling, C6198), « SMA-
FITC (1:500; Sigma-Aldrich, F3777) y anti-SMOC2 (1/250; Santa Cruz Biotechnology, SC-67396). Los portaobjetos con
anti-SMOC2 se expusieron posteriormente a anticuerpos secundarios conjugados Cy3 especificos Donkey Anti-Rabbit
(burro anticonejo) (1:500; Jackson ImmunoResearch Laboratories, 711-165-152). Se utilizé 4,6-diamidino-2-fenilindol
(Sigma Aldrich) para la tincién nuclear (azul). Las imagenes confocales se obtuvieron en el Nikon Imaging Center de la
Harvard Medical School. Las imagenes se obtuvieron con un confocal de disco giratorio Yokogawa CSU-X1 con
modificacién Borealis, montado en un microscopio invertido Nikon Ti equipado con lentes objetivo 20X/0,75 Plan Apo,
40x/1,3 Plan Fluor, 60x/1,4 Plan Apo, una platina motorizada Prior Proscan |l y el sistema Nikon Perfect Focus para el
mantenimiento continuo del enfoque. La fluorescencia FITC se excitd con un laser de estado sélido de 488 nm AOTF
controlado y se recogié con un filtro de emisién de 525/50 (Chroma). La fluorescencia Cy3 se excité con un laser de
estado solido de 561 nm AOTF controlado y se recogié con un filtro de emisién de 620/60 (Chroma). Tanto para FITC
como para Cy3 se utilizd un espejo dicroico Quad 405/491/561/642 (Semrock). El DAPI se excitd utilizando un
Lumencor SOLA con un filtro de excitacion 395/25, y la emision se recogio a través del cabezal del disco giratorio
utilizando un filtro de emisién 460/25. Las imagenes se adquirieron con una camara CCD refrigerada Hamamatsu
ORCAAG controlada con el software MetaMorph 7. El brillo y el contraste se ajustaron en las imagenes mostradas (de
forma idéntica para los conjuntos de imagenes comparadas) y se cuantificaron (ajustes de umbral idénticos para los
conjuntos de imagenes comparadas) utilizando el software MetaMorph 7.

Analisis Western Blot

Los tejidos renales y los cultivos celulares se homogeneizaron en tampon RIPA (ThermoFisher Scientific, 50 mM Tris-
HCI [pH 7,4], 150 mM NaCl, 1 % NP40) que contenia un coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas IX (Roche
Applied Science). Las concentraciones de proteinas se determinaron utilizando el kit de estimacion de proteinas BCA
(Pierce) y se cargd una cantidad igual de proteinas (25 pg) en un gel de poliacrilamida al 10 % o al 12 % (PAGE). La
transferencia de proteinas se realizé utilizando una membrana de nitrocelulosa. Se utilizaron los siguientes anticuerpos
primarios para detectar la proteina especifica: anti-SMOC2 (1/250; Santa Cruz Biotechnology, SC-67396), anti-aSMA
(1/1000; Sigma-Aldrich, A2547), anti-Colageno 1a1 (1:250; Novus, NB600-408), anti-fibronectina (1:250; Abeam,
ab23750), anti-GAPDH (1/5000; Abeam, abl81602), anti-fosfo-miosina cadena ligera 2 (Thrl8/Serl9) (1/1000;
Sefializacién celular n.° 3674), anti-fosfo-paxilina (Tyrll8) (1/1000; Sefializacion celular n.° 2541), anti-fosfo-FAK
(Tyr925) (1/1000; Sefializacion celular n.° 3284). Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de
rabano contra raton (Sefializacion celular n.° 7076) y conejo (Sefializacion celular n.° 7074) para detectar el anticuerpo
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primario apropiado. Las bandas se detectaron con el método de quimioluminiscencia mejorada (ECL) (Pierce) y se
capturaron con el sistema Gel Doc™ XR+ (BioRad).

PCR cuantitativa en tiempo real

El ARN total se aislé de cultivos celulares o muestras de tejido utilizando TRIzol (Invitrogen, Grand Island, NY) segun
el protocolo del fabricante. La concentracién de ARN se midié con un espectrofotdmetro NanoDrop (ThermoFisher
Scientific, Wilmington, DE). EI ARN aislado (1ug) se transcribio inversamente en ADNc utilizando un kit de transcripcidn
inversa QuantiTect de Qiagen (Valencia, CA). La PCR cuantitativa en tiempo real se realizé utilizando un kit QuantiFast
SYBR Green PCR (Qiagen) en un QuantStudio7 (Applied Biosystems by Life Technologies) con el siguiente perfil
térmico: activacion 15 s a 95°C; 40 ciclos de hibridacién/elongacién 15 s a 94°C, 30 s a 60°C; extension 30 s a 72°C.
Todas las muestras se midieron con duplicados técnicos y se normalizaron frente a GAPDH. Los cambios en la
expresion del ARNm se calcularon mediante el método AACt en relacién con un control. Las secuencias de los
cebadores directos e inversos para genes especificos de ratén se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2 Lista de cebadores utilizados para la gRT-PCR

Gen F/IR Secuencia SEQ ID NO:

F GTC CCAGAC ATC AGG GAG TAA 7
aSMA

R TCG GAT ACT TCAGCG TCAGGA 8

F ATG TGG ACC CCT CCT GAT AGT 9
Fibronectina

R GCC CAGTGAI | CAG CAAAGG 10

F CCG TAC AAG AAC TGA TGG GC 11
Smoc2

R CTTTCAGCATGACCT CTG GG 12
Coltat F TGACTG GAAGAG CGGAGAGT 13

ol1a

R GTT CGG GCT GAT GTACCAGT 14

F ATT GCCCTCAACGACCACIIIG 15
GAPDH

R TCTCTCTTCCTC TTGTGC TCT TGC 16

Secuenciacion de ARN

Preparacién de la biblioteca: Se comprobé la calidad y cantidad de las muestras de ARN (n=3-4 ratones/punto
temporal/grupo) utilizando nanodrop y el instrumento Agilent Bioanalyzer. Todas las muestras de ARN tenian numeros
RIN superiores a 7. Las bibliotecas se prepararon utilizando un kit TruSeq Stranded mRNA Library Prep (lllumina)
siguiendo el protocolo del fabricante modificado como sigue: Para cada muestra se introdujeron 330 ng de ARN con
6,67 ul de 1:1000 ERCC spike-in Mix 2 (Ambion), se realiz6 la fragmentacién durante 8 minutos y se utilizaron 13 ciclos
de PCR para la amplificacion de la biblioteca final. Las bibliotecas de dsADN acabadas se cuantificaron mediante
fluorémetro Qubit, Agilent TapeStation 2200 y RT- gPCR utilizando el kit de cuantificacién de bibliotecas de Kapa
Biosystems de acuerdo con los protocolos del fabricante. Las bibliotecas indexadas de forma Unica se agruparon en
proporciones equimolares y se secuenciaron en un unico ciclo lllumina NextSeq500 con lecturas de 75 pb en extremo
Unico en las instalaciones centrales de biologia molecular del Instituto del Cancer Dana-Farber. Se utilizd el alineador
STAR para mapear las lecturas secuenciadas con el ensamblaje del genoma de mm9 y cuantificar la expresidn a nivel
génico. El conjunto de datos completo esta disponible en la base de datos NCBI GEO con el numero de acceso
GSE85209.

Andlisis bioinforméatico: Todas las muestras se procesaron utilizando una linea de secuencias de ARN implementada
en el proyecto bcbio-nextgen (https://bebio- nextgen.readthedocs.org/en/latest/). Las lecturas en bruto se examinaron
para detectar problemas de calidad mediante FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) a fin
de garantizar que la generacién de bibliotecas y la secuenciacion fueran adecuadas para el anélisis posterior. Las
secuencias adaptadoras, otras secuencias contaminantes como las colas de poliAy las secuencias de baja calidad
con puntuaciones de calidad PHRED inferiores a cinco se recortaron de las lecturas utilizando cutadapt (30). Las
lecturas recortadas se alinearon con la compilacién UCSC 10 del genoma de Mus musculus (mm 10), aumentada con
informacion de transcripcion de la version GRCm38 de Ensembl utilizando el alineador STAR (31). Las alineaciones se
comprobaron en cuanto a uniformidad de cobertura, contenido de ARNr, contexto genémico de las alineaciones (por
ejemplo, alineaciones en transcritos e intrones conocidos), complejidad y otras comprobaciones de calidad mediante
una combinacién de FastQC, Qualimap (32) y scripts personalizados. Los recuentos de las lecturas alineadas con
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genes conocidos se generaron mediante featureCounts (33). La expresién diferencial a nivel de genes se determiné
con DESeq2 (34). DESeq2 se utilizé para encontrar como reaccionaban los dos genotipos de forma diferente al
tratamiento utilizando la prueba de significacion de Wald y la formula disefiada para encontrar la "diferencia en
diferencias”, o el término de interseccion entre genotipo y tratamiento en esta férmula de disefio DESeq2:
genotipo+Tratamiento+genotipo: Tratamiento. Como resultado de este enfoque, los valores de la relacidn de cambio en
la expresion genética describen el efecto diferencial del genotipo sobre los cambios de expresién tras el tratamiento, y
no la expresion genética directa que se observaria directamente entre dos clases de muestras. El analisis PCA se
realizo sobre lecturas DESeq2 estabilizadas de varianza rlog normalizada. Se realizé un analisis de enriquecimiento
de conjuntos de genes (GSEA) sin cortes para los términos de ontologia génica (OG) y KEGG sobre los valores de la
relacion de cambio en la expresion genética derivados de DESeq2 utilizando GAGE (35) y se visualizaron con mapas
de arbol REVIGO (36). Los patrones de expresién de los genes dentro de los términos de la ontologia génica (OG)
enriquecidos se visualizaron mediante un mapa de calor, tras centrar y escalar los valores de expresiéon de cada
genotipo a sus respectivos valores de expresién media de las muestras no tratadas (es decir, el valor de expresion de
cada muestra se resté del valor de expresién medio de las muestras no tratadas del genotipo de la muestra y se dividié
por la desviacién estandar asociada de la media).

Cultivo celular, reactivos y ensayos in vitro

Cultivo celular in vitro: Las células NIH3T3 se adquirieron a ATCC y se cultivaron como monocapa en placas de cultivo
de poliestireno que contenian medio Eagle modificado de Dulbecco: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) (Invitrogen
Corporation) suplementado con un 10 % de FBS (Invitrogen Corporation). Las células se cultivaron hasta una
confluencia del 80 % antes del paso. Las HPTEC se adquirieron a Biopredic (Paris, Francia) y se cultivaron en
DMEM/F12 suplementado con hidrocortisona, EGF, insulina, transferrina y selenito sédico. Las células se mantuvieron
a 37°C en una incubadora humidificada con un 5 % de CO.. Para los experimentos de estudio de la transicién de
fibroblastos a miofibroblastos (37), los fibroblastos se cultivaron en DMEM/F12 10% de FBS a baja densidad durante
24 horas y, después, cuando alcanzaron una confluencia del 40-50 %, se cambiaron los medios a DMEM/F12 1 % de
FBS durante 4 horas antes de los tratamientos con SMOC2 (Preprotech) y/o TGFp1 (Preprotech). Las lineas celulares
no figuraban en la base de datos ICLAC de lineas celulares comunmente identificadas incorrectamente.

Transfecciones: Para los experimentos de knockdown de SMOC2, los fibroblastos NIH3T3 se transfectaron con 100
nM de siRNA de SMOC2 o aleatorizado (Dharmacon, Lafayette, CO) con el reactivo de transfeccion siPORT NeoFX
(Life Technologies, Grand Island, NY) siguiendo el protocolo del fabricante. Tras 24 horas en DMEM/F12 al 10 % de
FBS, las células se recolectaron para el analisis Western blot o se trataron con tripsina y se volvieron a sembrar a una
confluencia del 40 % en casos de estimulacién de TGFp1. Para la sobreexpresion de SMOC?2, las células NIH3T3 se
transfectaron con plasmidos pCMV Myc (pCMV) o SMOC2 (Myc-DDK-tagged)-Human SPARC (pCMV-SMOC?2)
(Origene Technologies, Rockville, MD) con Lipofectamina 2000 (Life Technologies, Grand Island, NY) siguiendo el
protocolo del fabricante. Tras 24 horas en DMEM/F12 al 10 % de FBS, las células se recolectaron para el analisis
Western blot y RT-PCR o se trataron con tripsina y se volvieron a sembrar en una confluencia del 40 % para diversos
ensayos.

Immunofiuorescencia: Las células NIH3T3 se fijaron con paraformaldehido al 4 % (Fisher) en PBS, se permeabilizaron
con Triton X-100 al 0,1% (Fisher) en PBS, después se bloguearon en albumina de suero bovino al 3 % (Sigma). La F-
actina citoesquelética se visualizé utilizando Rhodamine Phalloidin (Thermo) conjugada 564 Alexa Fluor a 1:500 en
PBS durante 1 h. Para la tinciéon nuclear (azul) se utilizo 4,6-diamidino-2-fenilindol (Sigma-Aldrich). Las imagenes
confocales se obtuvieron en el Nikon Imaging Center de la Harvard Medical School, tal como se ha descrito
anteriormente.

Ensayo de regeneracién celular: Los fibroblastos se cultivaron hasta formar una monocapa semiconfluyente y, a
continuacion, en DMEM/F12 1 % de FBS, se sometieron a un ensayo de regeneracion celular (provocando una herida)
utilizando una punta de pipeta estandar de 200pL. Las células en suspensién se lavaron con DMEM/F12 al 1 % de
FBS. Alo largo de la herida, se seleccionaron puntos prefijados para obtener fotografias representativas alas 0 hy 24
h tras la inicializacion de la herida utilizando un microscopio de contraste de fases. El cierre de la herida se calculo
mediante el porcentaje de la nueva area cubierta por fibroblastos tratados con SMOC2 con respecto a la normalidad
durante 24 h (n=5, 3 imagenes por muestra). La distancia migrada de las células no tratadas se tomd como 100 %. Las
imagenes representativas se tifieron con azul de metileno a las 24 horas para aumentar el contraste.

Ensayo MTT: Se sembraron siete mil quinientas células NIH3T3 en una placa de 96 pocillos durante 24 h, tras lo cual
se privaron de suero en DMEM/F12 al 0,5 % de FBS. Posteriormente, los fibroblastos se trataron con diferentes
concentraciones de SMOC2 durante 24, 48, 72y 96 h en FBS al 0,2 %. A cada muestra se le afiadié 1 mg/ml de MTT
2 h antes de cada punto temporal. Se aspiré el medio y se afiadieron 100 ml de isopropanol. La absorbancia se midié
a 570 nm tomando como referencia 630 nm utilizando SpectraMax Paradigm (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La
absorbancia obtenida de las células no tratadas se tomé como el 100 % (n=5 por concentracién por punto temporal).
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Ensayo de la camara de Boyden: Se afiadieron medios libres de suero en presencia y ausencia de tratamientos en la
camara inferior de una placa Chemotaxis Cell Migration Assay de 96 pocillos (8 pm) (Millipore). Las células NIH3T3 se
cultivaron en FBS al 10 % durante 24 h antes de ser sembradas en FBS al 0,2 % de la camara de migracion superior
de una placa de 96 pocillos de 8 uM durante 24 h. El ensayo de migracién se realizé siguiendo el protocolo del fabricante.

Ensayo de adhesién celular: Se sembraron 7500 células NIH3T3 en una placa de 96 pocillos durante 24 horas. Las
células se recolectaron con tripsina y se volvieron a sembrar en placas de 96 pocillos a 37°C. Tras 1 h de incubacidn,
se eliminaron las células no adheridas mediante 2 lavados de PBS. Los fibroblastos adherentes se fijaron con metanol
y se tifieron con violeta cristal al 1 %. La absorbancia se midié utilizando SpectraMax Paradigm (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). La absorbancia obtenida de las células no tratadas se tomoé como 100 % (n=3).

Analisis estadistico

Los datos se expresan como media + error estandar. La significacién estadistica de las comparaciones multiples se
evalué mediante un analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con analisis post-hoc de Tukey (P < 0,05), utilizando
GraphPad Prism (software GraphPad) La significacion estadistica de las comparaciones individuales se calculé
mediante |la prueba t de Student de dos colas (P < 0,05), utilizando Microsoft Excel (Microsoft Corporation). El tamafio
de la muestra se predeterminé en base al tamafio efector y la variabilidad observada previamente en lecturas similares
en nuestro laboratorio.

Ejemplo 1. SMOC2 es altamente inducida en riflones de ratones y humanos tras la fibrosis

SMOC2 se indujo significativamente (P < 0,05) en ratones sometidos a obstruccidn ureteral unilateral (UUO) o tratados
con acido félico (AF, 250 mg/kg ip), dos modelos de raton mecanicamente distintos de lesién renal con fibrosis
progresiva resultante (Figs. 1A-D, 7Ay B) (UUO Craciun et al., JAm Soc Nephrol. 2016;27(6): 1702-13; Craciun et al.,
Am J Physiol Renal Physiol. 2014,;307(4):F471- 84; Yuan et al., Am J Pathol. 2003;163(6).2289-301; Long et al., JAm
Soc Nephrol. 2001; 12(12):2721-31; Surendran et al., Kidney Int. 2004;65(6).2212-22; Kang et al., Nat Med.
2015;21(1):37-46; Kang et al., Cell Rep. 2016; 14(4):861-71; Chevalier et al., Kidney Int. 2009;75(1 1): 1145-52; Yang et
al., Nat Med. 2010; 16(5):535-43, Ip siguiendo 143). La tincidn conjunta de SMOC2 con «SMA en los rifiones de ratones
sometidos a UUO o AF a los 7 dias confirmé la regulacién al alza generalizada de SMOC2 en todo el rifidn,
predominantemente en las células epiteliales tubulares proximales y distales alrededor de las areas de fibrosis (Figs.
1Ay IB). En relacién con «SMA (Fig. 1 A, panel inferior), SMOC2 no se co-localizé con los miofibroblastos sino que se
expresd alrededor de los miofibroblastos que son las células efectoras de la fibrosis, cumpliendo con la expresién
extracelular de SMOC2. Tanto en los modelos UUO como de AF, la expresion de SMOC2 se correlacioné con la
progresidn de la fibrosis caracterizada por la expresién de +aSMA-miofibroblastos, colageno y fibronectina (Figs. IC e
ID, densitometria Fig. 7C y D). Antes hemos ampliado los efectos histolégicos del acido félico sobre la funcidn renal
(Craciun et al., JAm Soc Nephrol. 2016;27(6). 1702-13), en los que la fibrosis tubulointersticial inducida por AF (analisis
histolégico y expresidn de marcadores fibréticos) se correlaciond con un deterioro de lafuncidn renal. La traducibilidad
de la expresion de SMOC2 en la enfermedad humana se confirmd al observar una induccion significativa de SMOC2
en las células epiteliales tubulares de secciones de la biopsia de rifién humano de pacientes con fibrosis patolégica
(Fig. IEy Fig. 7C). La SMOC2 siendo una proteina secretada, también se elevd significativamente (2,5 veces, p<0,05)
en la orina de pacientes con enfermedad renal crénica (ERC, Tabla 3, n=13) en comparacidén con voluntarios sanos
(n=13). Este aumento se correspondia con el aumento del biomarcador de dafio tubular Molécula-1 de lesion renal (Fig.
IF). En consonancia con estos hallazgos in vivo, la expresion de SMOC2 también aumentd significativamente en
fibroblastos embrionarios de ratén (NIH3T3) y en células epiteliales tubulares proximales humanas primarias (HPTEC)
tras el tratamiento con la citocina pro-fibrética TGFp1 (10 ng/ml) (Fig. 8A-B).

Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con o sin enfermedad renal crénica (ERC)

Participante Edad [Sexo |Raza ?rfl/':rr?n/ Fase Fase de la ERC gl:ﬂ(gg(;:lfng;; élr'vHZ/ -
1,73 m?) (ng/mg)
ENFERMEDAD RENAL CRONICA
1 73 M B 15 4 Diabetes, hipertensién 3,98 1,24
2 62 F 0O 19 4 Nefritis intersticial crénica 0,68 10,39
; s F w20 4 fromlmengenieddop g
66 W 23 4 Glomeruloneftritis fibrilar 1,23 1,69
65 W 15 4 Toxicidad por litio 5,43 517
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6 75 F B 22 4 Diabetes, hipertensién 0,12 0,550
7 64 M W 25 4 Nefrectomia, tracto 5 75 0,80
urinario recurrente
8 56 F B 20 4 Infecciones Hipertension 3,74 0,95
64 F W 13 5 Diabetes y Fosfato 2,05 3,55
10 MW 5 5 erhascenica 587 139
" 55 M B 12 5 Diabetes Hipertensién 2,46 3,69
12 51 M w 14 5 Lupus 1,68 7,42
13 74 F B 13 5 mfg;?t‘gggc'; 2,85 2,15
eGFR SMOC2 |KIM-1Z/ U
Participante Edad [Sexo |Raza |[(ml/min/ Fase Fase de la ERC U Cr|Cr
1,73 m?) (ng/mg) |(ng/mg)
ENFERMEDAD RENAL CRONICA
14 21 F B - - - 0,28 0,43
15 27 M w - - - 0,92 0,19
16 21 F w - - - 1,93 0,90
17 21 F B - - - 0,92 0,57
18 29 M O - - - 1,38 1,34
19 19 M B - - - 0,28 0,28
20 20 M O - - - 0,07 0,24
21 19 M w - - - 0,66 0,06
22 36 F w - - - 0,82 0,66
23 19 M O - - - 0,66 0,49
24 29 F O - - - 1,75 2,186
25 49 F B - - - 0,77 0,83
26 19 F O - - - 0,21 0,93

Ejemplo 2. Los ratones que sobreexpresan SMOC?2 presentan una mayor fibrosis renal

Los ratones transgénicos que sobreexpresaban SMOC2 (SMOC2 Tg) presentaban niveles de SMOC2 marcadamente
elevados (Fig. 2A) pero una histologia normal del corazon, rifién, higado, pulmdn, bazo, ovarios y testiculos. Cuando
se sometieron a UUO, los SMOC2 Tg mostraron una fibrosis significativamente mayor en comparacion con sus
compafieros de camada de tipo salvaje, medido por los niveles de ARNm (Fig. 10A) y proteinas (Fig. 2B, densitometria
Fig. 10B) de aSMA, colageno vy fibronectina en los rifiones en los dias 7 y 14 postlesion. Esto se correlaciond con la
presencia ~ 2 veces mayor de miofibroblastos positivos «SMA en el intersticio (Fig. 2C). De forma similar, los ratones
SMOC2 Tg también demostraron un aumento de la fibrosis cuando fueron tratados con AF (250 mg/kg ip) tanto a nivel
de ARNm (Fig. 11 A) como de proteinas (Fig. 2D, densitometria Fig. 1 IB). Asimismo, los miofibroblastos «SMA positivos
en el intersticio (Fig. 2E) se elevaron significativamente en los ratones SMOC2 Tg en comparacién con los ratones de
tipo salvaje tras el tratamiento con AF. Los ratones SMOC2 Tg también mostraron consistentemente mayores
cantidades de fibrosis tubulointersticial patoldgica que los ratones de tipo salvaje, tal y como se detecto tanto por tincidén
con rojo Picrosirius como con tricrémico de Masson de los rifiones en los dias 7 y 14 tras UUO (Fig. 2F) 0 AF (Fig. 2G).

Ejemplo 3. SMOC2 promueve la transicion de fibroblasto a miofibroblasto
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Realizamos la secuenciacién de ARN en rifiones de ratones SMOC2 Tg v tipo salvaje en el dia 7 tras UUO para
investigar los mecanismos responsables de la mayor susceptibilidad de los ratones SMOC2 Tg a desarrollar fibrosis.
El analisis de enriquecimiento de los conjuntos de genes (GSEA) para términos de ontologia génica (OG) y KEGG para
componentes celulares reveld que los genes de la categoria ECM representaban una diferencia altamente significativa
desde el punto de vista estadistico entre los ratones SMOC2 Tg y los ratones de tipo salvaje (Fig. 3 A). Por tanto,
investigamos el potencial de SMOC2 para transformar fibroblastos (fibroblastos renales primarios humanos y
fibroblastos NIH 3T3) en miofibroblastos, que son el principal tipo celular responsable de la produccién de ECM. En
comparacion con la induccién de la transicién de fibroblasto a miofibroblasto (FMT) por TGFp1, SMOC2 (10 ng/mL, Fig.
12A) también fue capaz de inducir la transicidon FMT, caracterizada por la regulacion al alza de aSMA, colageno 11y
fibronectina (Fig. 3B, Cy 12B-D). La especificidad de SMOC2 para inducir la transicion FMT se confirmé preincubando
SMOC2 con un anticuerpo especifico de SMOC2, que resultd en el bloqueo del efecto de sefializacion de SMOC2 en
los fibroblastos (Fig. 3D y Fig. 12E-F).

Se ha demostrado previamente que SMOC2 se une a los queratinocitos a través de la integrina pi (Maier et al., Exp
Cell Res. 2008 Ago 1 ;314(13):2477-87). Para verificar si lo mismo se aplica a los fibroblastos y podria ser
potencialmente el modo de accién de SMOC?2, primero tratamos los fibroblastos con un anticuerpo contra la integrina
pi antes del tratamiento con SMOC2. El anticuerpo contra la integrina pi fue efectivo para prevenir la induccidén de
marcadores de FMT por SMOC2 (Fig. 3E). Para confirmar su interaccion, inmunoprecipitamos SMOC2 y luego
analizamos el pull-down para integrina pi, y viceversa. Los resultados confirmaron en un anélisis bidireccional que
SMOC2 también se une a la integrina pi en el tipo celular de fibroblasto.

El tratamiento con SMOC2 (10 ng/ml) de fibroblastos quiescentes también desencadend una cascada temprana de
eventos de sefializacion de integrina para FMT (14), incluyendo la fosforilacién de la quinasa de adhesién focal (FAK-
P) (15, 16), cadena ligera de miosina (MLC-P) (17), y paxilina (Pax-P) (17), a los 45 min (Fig. 12G-H) doblando casi el
efecto a los 60 min (Fig. 3F, densitometria Fig. 12H). Como la expresiéon de «SMA culmina en el ensamblaje de las
fibras contractiles, validamos entonces esta formacién estructural tras el tratamiento de los fibroblastos con SMOC2
(Fig. 3G) Dado que la secuenciacién del ARN también reveld la "quimiotaxis" como un proceso bioldgico altamente
significativo (Fig. 3H) entre SMOC2 Tg y los ratones de tipo salvaje a los 7 dias después de UUO, investigamos las
propiedades quimiotacticas de SMOC?2 en los fibroblastos mediante la realizacién de un ensayo de regeneracion celular
(mediante raspado) y un ensayo de migracion basado en la camara de Boyden. Los fibroblastos tratados con SMOC2
(10 ng/ml) durante 24 h mostraron un cierre significativamente acelerado de la herida (Fig. 31) generada por un raspado
lineal en una monocapa de NIH3T3 semiconfluente, lo que implicod una repoblacién significativa del area herida con el
paso del tiempo (Fig. 121). SMOC2 también aumenté la migracién de fibroblastos en ~ 50 % (Fig. 121). También se
produjo un aumento de ~ 3 veces en la adhesion tras el tratamiento con SMOC2 de los fibroblastos (Fig. 3K). Ademas,
SMOC2 aumento progresivamente la actividad metabdlica y la supervivencia de los fibroblastos cada 24 h en el
transcurso de 96 h (Fig. 31, Fig. 12J). SMOC2 también mostrd propiedades mitogénicas al estimular la proliferacion de
fibroblastos (p<0,05), evaluada por el numero de células EdU positivas (Fig. 3M). Con el fin de validar estos efectos de
SMOC2 recombinante en los fibroblastos, también creamos fibroblastos sobreexpresantes de SMOC2 transfectando
células NIH3T3 con pCMV-SMOC?2 y observamos cambios fenotipicos similares (Fig. 13A-G). En conjunto, estos
resultados sugieren que SMOC2 estimula la sefializacion de fibroblastos a miofibroblastos (FMT) con la activacion de
sus rasgos caracteristicos, incluyendo la actividad metabdlica, la proliferacion, la migracion y la adhesion.

Ejemplo 4. Los ratones knockout de SMOC?2 estan protegidos frente a la fibrosis renal

Para investigar el efecto de la inhibicion de SMOC2 en la progresion de la fibrosis, en primer lugar, utilizamos un
enfoque de manipulacion genética y confirmamos que los ratones knockout (KO) de SMOC2 (Fig. 4A) eran
histolégicamente normales. Cuando los ratones SMOC2 KO fueron sometidos a AF y UUO se produjo una marcada
atenuacién de los marcadores fibréticos en el dia 7 en comparacién con los ratones de tipo salvaje (Fig. 4B,
densitometria Fig. 14; Fig. 5 A, densitometria Fig. 18). Esto se confirmd por una disminucion significativa de las células
aSMA positivas en el intersticio (Fig. 4Cy Fig. 5B), junto con una reduccién significativa en la deposicion y acumulacion
de ECM visualizado por la tincidn tricromica de Masson (Fig. 4D).

Ejemplo 5. La inhibicién de SMOC2 mediante ARN de interferencia protege contra el desarrollo de fibrosis

A continuacion, utilizamos un enfoque de inhibicidon farmacologica para inhibir SMOC2 mediante la sintesis de
pequefios ARN de interferencia (siRNAs). Probamos la eficacia de 4 siRNAs y encontramos una (secuencia diana:
UCUGAACUCUGAAUUUAA; SEQ ID NO: 17; SMOC2 siRNA usado en estudios con ratones: Sentido (5’ a 3'): UUC
UGA ACU CUG AAU UUA AUU (SEQ ID NO: 18); Antisentido (5’ a 3’): UUA AAU UCA GAGUUC AGA AUU (SEQ ID
NO: 19) que resulté en un silenciamiento del ~90 % in vitro (sSiRNA de SMOC2 n.° 16 en la Fig. 16); las mismas
secuencias podrian utilizarse para seleccionar SMOC2 humano debido al alto nivel de homologia entre las secuencias
humanas y murinas. Las células NIH3T3 transfectadas con siRNA de SMOC2 produjeron una atenuacién significativa
de la transicidon y sefializacién de fibroblastos a miofibroblastos mediada por TGFp1 medida por una disminucion
significativa de la expresion en la expresién de SMOC2, «SMA, colageno 1a1 y fibronectina (Fig. 6A, densitometria
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Fig. 17). Utilizando la misma secuencia de siRNA de SMOC2 sintetizamos un siRNA de SMOC2 modificado
quimicamente y libre de endotoxinas resistente a la degradacion in vivo y que se localiza en los rifiones (18) (Fig. 18).
El siRNA de SMOC?2 al ser inyectado en ratones por via intravenosa también dio lugar a una reduccion del ~50 % en
la expresién de la proteina SMOC2 en el rifion tras la administracion de AF (Fig. 6B, densitometria Fig. 19),
estableciendo asi la prueba de administracién. Y lo mas importante, se observé una mejora significativa de la fibrosis
renal en los ratones tratados con siRNA de SMOC2 en comparacion con siRNA (ssiRNA) aleatorizado el dia 7 tras el
tratamiento con AF (Fig. 6Bs, densitometria Fig. 19). La transformacién de los miofibroblastos y la acumulacién de
colageno, evaluadas mediante la tincion de aSMA y la tincién tricromica de Masson, respectivamente, fueron
significativamente menores en los ratones inyectados con AF tratados con siRNA de SMOC2 (Fig. 6¢c y 6d) en
comparacién con los ratones tratados con ssiRNA.
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OTRAS REALIZACIONES

Debe entenderse que, si bien la invencion se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la descripcién
anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define por el alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Inhibidor de la proteina modular secretada fijadora de calcio 2 (SMOC2) para el uso en el tratamiento
profilactico de la fibrosis renal en un sujeto, donde el inhibidor es un anticuerpo monoclonal o una porcién de
union a antigeno del mismo que se une especificamente a SMOC2 o un &cido nucleico inhibidor que focaliza
un transcrito de SMOC?2.

El inhibidor para el uso de la reivindicacién 1, donde el anticuerpo monoclonal o la porcién de unién a antigeno
del mismo es quimérico, humanizado o totalmente humano.

El inhibidor para el uso de la reivindicacion 1, donde el inhibidor es un acido nucleico inhibitorio que focaliza
un transcrito de SMOC?2.

El inhibidor para el uso de la reivindicacién 3, donde el acido nucleico inhibitorio se selecciona del grupo que
consiste en oligonucleétidos antisentido, ARN de interferencia pequefios (siRNAs), ARN en horquilla pequefio
(shRNAs).

El inhibidor para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3-4, donde el acido nucleico inhibitorio

comprende un esqueleto modificado seleccionado entre fosforotioatos, fosfotriesteres, metil fosfonatos,
enlaces interazucar de alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces heteroatdmicos de cadena corta y/o
enlaces interazucar heterociclicos.

El inhibidor para el uso de la reivindicacién 5, donde el acido nucleico inhibitorio comprende un esqueleto
modificado, y el esqueleto es una amida, un &cido nucleico peptidico (PNA) o un esqueleto de morfolino.

El inhibidor para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3-6, donde el acido nucleico inhibitorio
comprende uno o mas nucledsidos modificados seleccionados entre fosforotioato, metilfosfonato, acidos
nucleicos peptidicos y/o moléculas de acido nucleico blogueado (LNA).

El inhibidor para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, donde el acido nucleico inhibitorio

comprende al menos un nucledtido modificado en la posiciéon 2' del azucar, preferentemente un nucledtido
modificado con 2'-O-alquilo, 2'-O-alquilo-O-alquilo o 2'-fluoro; o modificaciones de 2'-fluoro, 2'-amino y 2' O-
metilo en la ribosa de las pirimidinas, residuos abasicos o una base invertida en el extremo 3' del ARN.

El inhibidor para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3-8, donde el acido nucleico inhibidor
comprende una o mas fracciones de azUcar sustituidas seleccionadas entre: la posicion 2' OH, SH, SCH;, F,
OCN, OCHs Inter azocar, OCHz O(CH2)n CHa, O(CH2)n NH2 0 O(CH2)n CHs donde n es de 1 a 10; Ci a CI0 alquilo
inferior, alcoxialcoxi, alquilo inferior sustituido, alquilarilo o aralquilo; ClI; Br; CN; CF;; OCFs5; O-, S-, o N-alquilo;
O-, S, o N-alquenilo; SOCHs;, SO,CHs;; ONO2; NO2; Ns; NH2; heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo;
aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo escindidor de ARN; un grupo reporter; o0 un
intercalador; y, opcionalmente, la modificacién incluye 2-metoxietoxi [2'-O-CHCH,OCH;, (2- O-(2-
metoxietil)]), 2-metoxi (2'-O-CHs), 2'-propoxi (2'-OCH.CH,CHs), 2'- fluoro (2'-F); y/o modificaciones en la
posicion 3' del azucar en el nucleétido terminal 3' y en la posiciéon 5' del nucledtido terminal 5'; y/fo miméticos
del azucar en lugar del grupo pentofuranosilo.

El inhibidor para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3-9, donde el acido nucleico inhibitorio
comprende una 0 mas nucleobases modificadas seleccionadas entre: hipoxantina, 6-metiladenina, 5-Me
pirimidinas, en particular 5-metilcitosina (5-metil-2' desoxicitosina o 5-Me-C), 5-hidroximetilcitosina (HMC)),
glicosil HMC y gentobiosil HMC, 2-aminoadenina, 2-(metilamino)adenina, 2-(imidazolilalquil)adenina, 2-
(aminoalquilamino)adenina u otras alquiladeninas heterosustituidas, 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-bromouracilo,
5-hidroximetiluracilo, 8-azaguanina, 7-deazaguanina, N6 (6-aminohexil)adenina y 2,6- diaminopurina, inosina,
5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metil y otros
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derivados alquilicos de la adenina y guanina, 2-propil, derivados alquilicos de la adenina y guanina, 2-
tiouracilo, 2-tiotimina, 2-tiocitosina, 5-halouracilo, citosina, 5-propinil uracilo, citosina, 6-azo uracilo, citosina,
timina, 5-uracilo (pseudo-uracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-ticalquilo, 8-hidroxilo, adeninas y
guaninas 8-sustituidas, 5-halo, 5-bromo, 5-trifluorometil y uracilos y citosinas 5-sustituidas, 7-metilquanina y
7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y 3-deazaguanina y 3-
deazaadenina.

El inhibidor para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10, donde el acido nucleico inhibidor
comprende una 0 mas nucleobases modificadas de pirimidinas 5-sustituidas seleccionadas, 6-azapirimidinas
y purinas N-2, N-6 y 0-6 sustituidas, que comprenden 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-
propinilcitosina. Sustituciones de 5-metilcitosina; y/o donde el acido nucleico inhibidor comprende una o0 mas
modificaciones de azucar 2'-O-metoxietil.

El inhibidor para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, donde el acido nucleico inhibidor esta
quimicamente enlazado a una o mas fracciones o conjugados seleccionados de entre: fracciones lipidicas,
una fraccién de colesterol, acido cdlico, un tioéter, hexil-S- tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica,
dodecandiol o residuos de undecil, un fosfolipido, di-hexadecil-rac-gliceroal, trietilamonio 1 ,2-di-O-hexadecil-
rac-glicerol-3-H-fosfonato, una poli amina o una cadena de polietilenglicol, acido acético adamantano, una
fraccidn de palmitil, una octadecilamina o una fraccion de hexilamino-carbonil-oxicolesterol; y/o las fracciones
0 conjugados pueden incluir grupos conjugados unidos covalentemente a grupos funcionales tales como
grupos hidroxilo primarios o secundarios, los grupos conjugados seleccionados de intercaladores, moléculas
reporter, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que mejoran las propiedades
farmacodinamicas de los oligdmeros, colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato, fenantridina,
antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes; y fracciones de conjugados
seleccionadas de fracciones lipidicas, una fraccién de colesterol, acido célico, un tioéter, hexil-5-tritiltiol, un
tiocolesterol, una cadena alifatica, residuos de dodecandiol o undecil, un fosfolipido, di-hexadecil-rac-glicerol,
trietilamonio 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicerol-3-H-fosfonato, una poliamina o una cadena de polietilenglicol,
acido adamantano acético, una fraccién de palmitil, una fraccién de octadecilamina o hexilamino- carbonil-oxi-
colesterol.

El inhibidor para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, donde el sujeto sufre una enfermedad renal
cronica, sindrome metabdlico, reflujo vesicoureteral, fibrosis renal tubulointersticial, diabetes (incluyendo
nefropatia diabética) y nefritis glomerular (NG).

El inhibidor para el uso de la reivindicacion 13, donde la NG es glomeruloesclerosis segmentaria focal y
glomerulonefritis membranosa o0 NG mesangiocapilar.
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