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ES 2935606 T3

DESCRIPCION
Anélogos de oligonucledtidos dirigidos a LMNA humana
Antecedentes
Campo técnico

La presente invencion se refiere en general a compuestos antisentido dirigidos a lamina A humana para su uso en la
modulacién del empalme aberrante de un pre-ARNm de LMNA humano.

Descripcion de la técnica relacionada

El sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS, por sus siglas en inglés) es un trastorno genético raro caracterizado
por arterioesclerosis prematura y degeneracion de las células del muasculo liso (SMC, por sus siglas en inglés) vascular.
HGPS se manifiesta mas notablemente como un envejecimiento prematuro y acelerado en los nifios afectados. Los nifios
con HGPS tienen sintomas progresivos como retraso del crecimiento, alopecia, pérdida de grasa subcutanea y anomalias
Gseas. La esperanza de vida promedio es de 12 afios y la causa mas comun de muerte es el infarto de miocardio o el
accidente cerebrovascular.

La mayoria de los casos de HGPS son causados por una mutacion de un solo punto en el gen de la lamina A (LMNA), lo
que resulta en la generacién de progerina, un mutante de empalme truncado de la [amina A. La mutacion de un solo punto
es una sustitucién de novo silenciosa (1824C>T, Gly608Gly) en el exén 11 del gen de la [amina A (LMNA). La sustitucién
activa un sitio donante de empalme criptico, lo que conduce a la produccién de una proteina lamina A mutante negativa
dominante con una delecién interna de 50 aminoacidos. La proteina mutante, llamada progerina, se acumula en la
membrana nuclear, provocando una vesicula nuclear caracteristica ((Scaffidi y Misteli 2005; Cao, Blair et al. 2011)).

Se sabe que el empalme aberrante se puede corregir utilizando oligonucleétidos de fosforodiamidato morfolino (PMO, por
sus siglas en inglés), o mas especificamente, oligonucleétidos de cambio de empalme (SSO, por sus siglas en inglés).
Los SSO bloquean los sitios de empalme aberrantes mediante la hibridacién en los sitios o cerca de ellos, lo que impide
el reconocimiento por parte de la maquinaria de empalme celular. Los SSO preferidos son resistentes a las nucleasas y
la estructura de doble cadena resultante elimina la posibilidad de que la ARNasa H escinda el ARN. Se ha demostrado
que los SSO reparan eficazmente el patrén de empalme tanto in vitro e in vivo para talasemia y distrofia muscular de
Duchenne. (Kinali, Arechavala-Gomeza et al. 2009; Swasti, Suwanmanee et al. 2009). Se ha demostrado que el empalme
aberrante de LMNA asociado con HGPS se reduce mediante la correccion del evento de empalme aberrante utilizando
oligonucleétidos antisentido modificados dirigidos al sitio de empalme criptico activado tanto en cultivo celular (Scaffidi y
Misteli 2005) como en un modelo animal relevante (Osorio, Navarro et al. 2011).

Dada la funcién de LMNA en HGPS, se necesitan oligonucleétidos que modulen el empalme de pre-ARNm de LMNA para
eliminar la expresion de progerina.

Fernando G. Osorio et al., "Terapia dirigida por empalme en un nuevo modelo de ratén de envejecimiento humano
acelerado”, Science Translational Medicine, Asociacion Estadounidense para el Avance de la Ciencia, vol. 3, num. 106,
paginas 145-155 relaciona, en el contexto del sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) con una terapia basada
en morfolino antisentido que previene el empalme patégeno de Lmna, reduciendo la acumulacién de progerina y sus
defectos nucleares asociados.

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

Paola Scaffidi et al., "Reversién del fenotipo celular en la enfermedad de envejecimiento prematuro sindrome de progeria
de Hutchinson-Gilford", Nature Medicine, vol. 11, nim. 43, paginas 440-445 se refiere a la correccion del empalme
aberrante en el transcrito de ldamina A enddgena en células HGPS.

Loren G. Pong et al., "Activacion de la sintesis de progerina, la preldmina A mutante en el sindrome de progeria de
Hutchinson-Gilford, con oligonucledtidos antisentido”, Human Molecular Genetics, vol. 18, nium. 13, paginas 2462-2471
muestra que los oligonucledtidos antisentido contra las secuencias del exdn 11 corriente abajo del sitio donante de
empalme del exén 11 promueven el empalme alternativo tanto en fibroplastos de tipo silvestre como HGPS, aumentando
la sintesis de progerina.

Breve descripcién de la invencion
La presente invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas.
Por consiguiente, la presente invencién se refiere a oligonucleétidos antisentido para su uso en la modulacién del empalme

aberrante de un pre-ARNm de LMNA humano, donde el oligonucleétido antisentido es un oligonucleétido morfolino de
fosforodiamidato; donde el oligonucledtido antisentido tiene 25 nucleobases; y donde el oligonucleétido antisentido
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comprende una secuencia de direccionamiento que comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 4 u 11.

En realizaciones mas especificas, la secuencia de direccionamiento del oligonucleétido es complementaria a las bases
cadena arriba del sitio de empalme criptico del exén 11 de un pre-ARNm de LMNA humano. En otras realizaciones
especificas, la secuencia de direccionamiento es complementaria a las bases cadena abajo del sitio de empalme criptico
del ex6n 11 de un pre-ARNm de LMNA humano. En aun otras realizaciones especificas, la secuencia de direccionamiento
no se solapa con el sitio de empalme criptico del exén 11 del pre-ARNm de LMNA humano.

En realizaciones adicionales, la secuencia de direccionamiento en el oligonucleétido para uso en la invencion no se
superpone con la mutacién 1824C>T.

En otra realizacion especifica, la base mas 3' de la secuencia de direccionamiento es complementaria a una base en el
exon 11 de LMNA que esta aproximadamente 1-30 bases corriente abajo del sitio de empalme criptico del exén 11 de un
pre-ARNm de LMNA humano.

En otra realizacion especifica, la base mas 3' de la secuencia de direccionamiento es complementaria a una base en el
exén 11 de LMNA que esta aproximadamente 1-30 bases corriente abajo del sitio de empalme criptico del exén 11 de un
pre-ARNm de LMNA humano.

En otra realizacion especifica mas, la base mas 3' de la secuencia de direccionamiento es complementaria a una base en
el exén 11 de LMNA que esta aproximadamente 10-40 bases cadena arriba del sitio de empalme criptico del exén 11 de
un pre-ARNm de LMNA humano.

La secuencia de direccionamiento del oligonucledétido, en realizaciones aun mas especificas de la invencién, comprende
SEQ ID NO: 4.

La secuencia de direccionamiento del oligonucleétido, en otras realizaciones mas especificas de la invencion, comprende
SEQ ID NO: 11

El oligonucledtido es un oligonucleétido de morfolino fosforodiamidato (PMO), o un PMO que comprende uno o mas
enlaces entre subunidades que contienen piperazina (PMOplus), o un oligonucleétido PMO-X.

Las subunidades de morfolino ejemplares, de acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, se unen mediante enlaces
fosforodiamidato, de acuerdo con la siguiente estructura:

Z=P|’—X
Yy
Oj/Pj
N

donde Zes Su O,

X =NR'R? 0 ORS¢,
Y =00NR’,
y cada dicho enlace se selecciona de:

(a) enlace sin carga (a), donde cada uno de R, R?, R® y R’ se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
inferior;

(b1) enlace cationico (b1), donde X = NR'R2e Y = O, y NR'R? representa un piperazino sustituido opcional

grupo, tal que R'R? =

-CHRCHRN(R?)(R*)CHRCHR-,

donde

cada R*es H, CHz o nulo, y

R3 se selecciona de H, alquilo inferior, C(=NH)NH2, Z-L-NHC(=NH)NH: y

[C(O)CHR'NH]mH, donde Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, L es un enlazador opcional de hasta 18 atomos de
longitud que tiene enlaces seleccionados de alquilo, alcoxi y alquilamino, R' es una cadena lateral de un aminoacido de
origen natural o un homologo de uno o dos carbonos del mismo, y mes de 1 a 6;
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(b2) enlace catiénico (b2), donde X = NR'R?y Y = O, R' = H 0 CHs, y R2 = LNR3R*R®, donde L, R® y R* se definen como
antes, y R% es H, alquilo inferior o (alcoxi) alquilo inferior; y

(b3) enlace catidnico (b3), donde Y = NR” y X = OR®, y R” = LNR3R*R®. donde L, R® y R* y R® se definen como antes, y
R® es H o alquilo inferior; y al menos uno de dichos enlaces se selecciona de los enlaces cationicos (b1), (b2) y (b3).

En una realizacion mas especifica de la estructura anterior, cada uno de R' y R?, en enlaces de tipo (a), es metilo.

En otra realizacion especifica de la estructura anterior, al menos un enlace es de tipo (b1), donde cada R es H, R* es H,
CHs o un par de electrones, y R3 se selecciona de H, CHsz, C(=NH )NH2 y C(O)-L-NHC(=NH)NH.

En otra realizacion especifica de la estructura anterior, al menos un enlace es de tipo (b1), donde cada R es H, R* es un
par de electrones y R® se selecciona de C(=NH)NH2 y C(O)-L -NHC(=NH)NH.

En otra realizacion especifica de la estructura anterior, al menos un enlace es del tipo (b1), donde cada R es H, R* es un
par de electrones y R® se selecciona de C(=NH)NH2 y C(O)- L-NHC(=NH)NH.

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

En otra realizacién especifica de la estructura anterior, al menos un enlace es de tipo (b1), donde cada R es H, y cada
uno de R3®y R* es independientemente H o CHs.

En otras realizaciones de la invencidn, el oligonucleétido antisentido se une covalentemente a un péptido de penetracion
celular, como un péptido rico en arginina. En una realizaciéon mas especifica, el péptido rico en arginina se une en su
extremo C-terminal al extremo 5' del oligonucleétido a través de un conector de uno o dos aminoacidos. Alternativamente,
en otra realizacion, el péptido se une en su extremo C-terminal al extremo 3' del oligonucleétido a través de un conector
de uno o dos aminoacidos. En una realizacion preferida, el péptido de penetracién celular se une al oligonucleétido a
través de un aminoécido de glicina.

En realizaciones adicionales de la invencidon, se proporciona un oligonucleétido que comprende un esqueleto,
comprendiendo el esqueleto una secuencia de estructuras de anillo de morfolino unidas por enlaces entre subunidades,
uniendo los enlaces entre subunidades un extremo 3' de una estructura de anillo de morfolino a un extremo 5' de una
estructura de anillo de morfolino adyacente, donde cada estructura de anillo de morfolino esta unida a un resto de
apareamiento de bases, de modo que el oligonucleétido puede unirse de una manera especifica de secuencia a un acido
nucleico objetivo, que comprende una secuencia de direccionamiento que comprende cualquiera de las SEQ ID NO : 4 u
11, donde los enlaces entre subunidades tienen la siguiente estructura general (l):

w

I
_P
X Y/;;is

\

VAN

|
5
@

o una de sus sales o isomeros, y donde cada uno de los enlaces entre subunidades (l) es independientemente enlace (A)
o enlace (B):

donde para el enlace (A):

W es, cada vez que aparece, independientemente S u O;
X es, cada vez que aparece, independientemente -N(CHs)2, -NR'R2, -OR% 0 ;
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RS RS
R5
AN
N N-—é—
R4 > <
RS RS

)

Y es, cada vez que aparece, independientemente O o -NR?,

R' es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o metilo;

R? es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o -LNR*R5R7;

R3 es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o alquilo C+-Ce;

R* es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, alquilo C1-Cs, -C(=NH)NHz, -Z-L-NHC(= NH)NH2 o
-[C(O)CHR'NH]mH, donde Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, R' es una cadena lateral de un aminoacido natural o
un homologo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

R?® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones;

R® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o metilo;

R7 es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno alquilo C1-Cs 0 alcoxialquilo C1-Cs;

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

donde para el enlace (B):

W es, cada vez que aparece, independientemente S u O;

X es, cada vez que aparece, independientemente -NR8R? 0 -OR3; y

Y es, cada vez que aparece, independientemente O o -NR0,

R® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o alquilo C2-C1z;

R es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, alquilo C1-C12, aralquilo C1-C12 o arilo;

R'0 es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, alquilo C1-C12 0 -LNR*R5R7;

donde R® y R® pueden unirse para formar un heterociclo mono o biciclico de 5-18 miembros o R8, R® o R® pueden unirse
con R0 para formar un heterociclo de 5-7 miembros, y donde cuando X es 4-piparazino, X tiene la siguiente estructura

(1ny:
R12
VAR
/N N—g—
R \\__‘__//
R12
(1)

donde:

R" es, cada vez que aparece, independientemente alquilo C2-C12, aminoalquilo C1-C12, alquilcarbonilo C1-C12, arilo,
heteroarilo o heterociclilo; y

R es, cada vez que aparece, independientemente un par de electrones, hidrégeno o alquilo C1-C12; y

R'2 es, cada vez que aparece, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-C12, aminoalquilo C1-C12, -NH2, -NR'3R4, -
NR™R™R', alquilcarbonilo C1-C12, oxo, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo, amidinilalquilcar-bonil
guanidinilo, guanidinilalquilo, guanidinilalquilcarbonilo, colato, desoxicolato, arilo, heteroarilo, heterociclo, -SR' o alcoxi
C+-C12, donde R, R y RS son, cada vez que aparecen, independientemente alquilo C1-C12; y donde al menos uno de
los enlaces entre subunidades es el enlace (B).

En algunas realizaciones de la estructura anterior, al menos el 5% de los enlaces entre subunidades son enlaces (B). En
una realizacion relacionada, del 10 % al 50 % de los enlaces entre subunidades son enlaces (B). En otra realizacién
relacionada, cada enlace (B) tiene la misma estructura en cada aparicién. En otra realizaciéon especifica mas de la
estructura anterior, cada Y y cada W son O.

Otras realizaciones de la invencidon proporcionan un oligonucledtido antisentido que comprende un esqueleto,

comprendiendo el esqueleto una secuencia de estructuras de anillo de morfolino unidas por enlaces entre subunidades
de tipo (A), (B), o combinaciones de los mismos, en donde cada estructura de anillo de morfolino soporta una base - resto
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de emparejamiento, de modo que el compuesto oligonucleotidico pueda unirse de una manera especifica de secuencia a
un acido nucleico objetivo, que comprende una secuencia objetivo que comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 4 u 11,
y donde el oligonucleétido comprende un extremo 3', un extremo 5'y tiene la siguiente estructura (XVII):

Tm 5’ terminal
L1
iioj/B
N
|
W= | —X
Y
:Oj/B
N
| |
| X
W=F|’—X
Y
:Oj/Pi
N
7/ \
R'7 R18 3’ terminal
(XVII)

0 una de sus sales o isémeros, y
donde para el enlace (A):

W es, cada vez que aparece, independientemente S u O;
X es, cada vez que aparece, independientemente -N(CHzs)2, -NR'R?, -OR3 o ;

RS RS
R5
AN
N N-—é—
R4 > <
RS RS

1)

Y es, cada vez que aparece, independientemente O o -NR?,

R' es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o metilo;

R? es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o -LNR*R°R7; R3® es, cada vez que aparece,
independientemente hidrégeno o alquilo C1-Ce;

R* es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, metilo, -C(=NH)NHz2, -Z-L-NHC(=NH)NHz o
-[C(O)CHR'NH]mH, donde Z es carbonilo (C(O)) o un enlace directo, R' es una cadena lateral de un aminoacido natural o
un homologo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

R?® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones;

RS es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o metilo;

R” es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno alquilo C1-Cs 0 alcoxialquilo C1-Cs;
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L es un conector opcional de hasta 18 atomos de longitud que comprende grupos alquilo, alcoxi o alquilamino, o
combinaciones de los mismos; y

donde para el enlace (B):

W es, cada vez que aparece, independientemente S u O;

X es, cada vez que aparece, independientemente -NR8R® 0 -OR3; e

Y es, cada vez que aparece, independientemente O o -NR'0,

R8 es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o alquilo C2-C1z;

R?® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, alquilo C1-C12, aralquilo C1-C12 o arilo;

R'0 es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, alquilo C1-C12 0 -LNR*R5R7;

donde R® y R? pueden unirse para formar un heterociclo mono o biciclico de 5-18 miembros o R&, R® o R® pueden unirse
con R0 para formar un heterociclo de 5-7 miembros, y donde cuando X es 4-piparazino, X tiene la siguiente estructura

(1m:

R12
N
wd \_|/

R12

(IIT)
donde:

R es, cada vez que aparece, independientemente alquilo C2-C12, aminoalquilo C1-C12, alquilcarbonilo C1-C12, arilo,
heteroarilo o heterociclilo; y

R' es, cada vez que aparece, independientemente un par de electrones, hidrégeno o alquilo C1-C12;

R'2 es, cada vez que aparece, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-C12, aminoalquilo C1-C12, -NHz, -NR'3R4, -
NR'R™R'5, alquilcarbonilo C1-C12, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo, amidinilalquilcarbonilo,
guanidinilo, guanidinilalquilo, guanidinilalquilcarbonilo, colato, desoxicolato, arilo, heteroarilo, heterociclo, -SR'3 o alcoxi
C+-C12, donde R'3, R™ y R'® son, cada vez que aparecen, independientemente alquilo C1-C12; y R esta, cada vez que
aparece, independientemente ausente, hidrégeno o alquilo C1-Cs;

Ry R son, en cada caso, independientemente ausentes, hidrogeno, un péptido de penetracion celular, un aminoacido
natural o no natural, alquilcarbonilo C2-C3o, -C(=0)OR?' 0 R%;

R es, cada vez que aparece, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C4-Cso, cicloalquilo C3-Csg; arilo Ce-
Cso, aralquilo C7-Cso, alquilcarbonilo Cs3-Cso, cicloalquilcarbonilo C3-Cs, cicloalquilalquilcarbonilo Cs-Cs, arilcarbonilo C7-
Cso, aralquilcarbonilo C7-Cso, alquiloxicarbonilo C2-Cso, cicloalquiloxicarbonilo Cs-Cs, ariloxicarbonilo C7-Cao,
ariloxicarbonilo Ce-Cso aralquiloxicarbonilo, o -P(=0)(R??)z;

R?' es alquilo C1-C3o que comprende uno o mas restos de oxigeno o hidroxilo o combinaciones de los mismos; cada R??
es independientemente ariloxi C8-C'?;

B es un resto de apareamiento de bases;

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

X es un numero entero de 0 o mayor; y

donde al menos uno de R'® 0 R'® es R? y siempre que R' y R'8 no estén ausentes.

Estos y otros aspectos de la invencién seran evidentes con referencia a la siguiente descripcion detallada. Con este fin,
se establecen varias referencias en el presente documento que describen con mas detalle ciertos antecedentes,
procedimientos, compuestos y/o composiciones.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1A muestra una estructura de oligdmero de morfolino ejemplar con un enlace fosforodiamidato;

La Figura 1B muestra un oligémero de morfolino como en la Figura 1A, pero donde los enlaces de la columna vertebral
contienen un grupo cargado positivamente en forma de un enlace de (piperazino) fosforodiamidato;

la Figura 1C muestra un conjugado de un péptido rico en arginina y un oligémero antisentido, de acuerdo con una
realizacion de la invencion;

Las Figuras 1D-G muestran el segmento de subunidad de repeticion de oligonucleétidos de morfolino ejemplares,
designados de D a G.

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

La Figura 3 muestra los resultados del analisis Western de lamina A y progerina.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2935606 T3

La Figura 4 muestra los resultados del analisis RT-gPCR de lamina A y progerina.
La figura 5 muestra los resultados del analisis Western de lamina A, lamina C y progerina.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a oligonucleétidos para su uso en la modulacion del empalme aberrante de un pre-ARNm
de LMNA humano y una composiciéon que contiene el mismo. También se describen en este documento métodos in vitro,
donde los oligonucledtidos inhiben la expresion del ARNm de la proteina LMNA mutante, por ejemplo, mediante la
modulacién del empalme del pre-ARNm de LMNA.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que comunmente entienden los expertos en la técnica a la que pertenece la invencidon. Aunque cualquier
meétodo y material similar o equivalente a los descritos en este documento puede usarse en la practica o prueba de la
presente invencion, se describen métodos y materiales preferidos. Para los fines de la presente invencion, los siguientes
términos se definen a continuacion.

Los articulos "un" y "una" se utilizan aqui para referirse a uno o mas de uno (esto es, a por lo menos uno) del objeto
gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

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

Por "secuencia codificante” se entiende cualquier secuencia de acido nucleico que contribuya al cédigo del producto
polipeptidico de un gen. Por el contrario, el término "secuencia no codificante" se refiere a cualquier secuencia de acido
nucleico que no contribuya al codigo del producto polipeptidico de un gen.

A lo largo de esta especificacion, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entendera que las palabras
non

"comprende", "comprenden" y "que comprende" implican la inclusion de un paso o elemento o grupo de pasos o elementos
establecidos, pero no la exclusion de cualquier otro. paso o elemento o grupo de pasos o elementos.

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

Los términos "complementario” y "complementariedad" se refieren a polinucleétidos (esto es, una secuencia de
nucledtidos) relacionados por las reglas de apareamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia "A-G-T" es complementaria
a la secuencia "T-C-A". La complementariedad puede ser "parcial", donde solo algunas de las bases de los acidos
nucleicos se emparejan de acuerdo con las reglas de emparejamiento de bases. O puede haber una complementariedad
"completa" o "total" entre los acidos nucleicos. El grado de complementariedad entre las cadenas de acidos nucleicos
tiene efectos significativos sobre la eficacia y la fuerza de la hibridacion entre las cadenas de acidos nucleicos. Si bien a
menudo se desea una complementariedad perfecta, algunas realizaciones pueden incluir uno o mas, pero preferiblemente
6, 5, 4, 3, 2 o 1 desajustes con respecto al ARN objetivo. Se incluyen variaciones en cualquier ubicacion dentro del
oligdmero. En ciertas realizaciones, las variaciones en la secuencia cerca de los extremos de un oligdmero son
generalmente preferibles a las variaciones en el interior y, si estan presentes, normalmente estan dentro de
aproximadamente 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucledtidos del 5' y/o 3' terminal.

Los términos "péptido de penetracion celular" o "CPP, por sus siglas en inglés" se usan indistintamente y se refieren a
péptidos cationicos de penetracion celular, también denominados péptidos de transporte, péptidos portadores o dominios
de transduccion de péptidos. Los péptidos, como se muestra aqui, tienen la capacidad de inducir la penetracién celular
dentro del 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % de las células de una poblacién de cultivo celular
determinada, incluidas todas enteros intermedios, y permiten la translocacién macromolecular dentro de multiples tejidos
in vivo tras la administracion sistémica.

Los términos "oligdmero antisentido" o "compuesto antisentido" u "oligonucleétido antisentido" u "oligonucleétido" se usan
indistintamente y se refieren a una secuencia de subunidades ciclicas, cada una con un resto de apareamiento de bases,
unidas por enlaces entre subunidades que permiten el apareamiento de bases, restos para hibridar con una secuencia
objetivo en un acido nucleico (tipicamente un ARN) mediante emparejamiento de bases de Watson-Crick, para formar un
heteroduplex de acido nucleico:oligémero dentro de la secuencia objetivo. Las subunidades ciclicas se basan en un grupo
morfolino (consulte la descripcion de los oligémeros de morfolino a continuacion).
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Un oligémero antisentido de este tipo puede disefiarse para bloquear o inhibir la traduccién de ARNm o para inhibir el
procesamiento natural de empalme de pre-ARNm, o inducir la degradacion de ARNm objetivo, y puede decirse que esta
"dirigido a" o "dirigido contra" una secuencia objetivo con que hibrida. En ciertas realizaciones, la secuencia objetivo es
una region que rodea o incluye un codon de inicio AUG de un ARNm, un sitio de empalme 3' o 5' de un ARNm
preprocesado o un punto de ramificacion. La secuencia objetivo puede estar dentro de un exén o dentro de un intrén o
una combinacién. La secuencia objetivo para un sitio de empalme puede incluir una secuencia de ARNm que tiene su
extremo 5' de 1 a aproximadamente 25 pares de bases corriente abajo de una unién aceptora de empalme normal en un
ARNm preprocesado. Una secuencia objetivo preferida para un empalme es cualquier region de un ARNm preprocesado
que incluye un sitio de empalme o esta contenido completamente dentro de una secuencia codificante de exén o abarca
un sitio donante o aceptor de empalme. Se dice mas generalmente que un oligébmero esta "dirigido contra" un objetivo
biolégicamente relevante tal como, en la presente invencion, un pre-ARNm del gen LMNA humano que codifica la proteina
lamina A, cuando esta dirigido contra el acido nucleico del objetivo en la manera descrita anteriormente. Las secuencias
de direccionamiento ejemplares incluyen SEQ ID NOS: 3-34.

Se incluyen oligonucleétidos antisentido que comprenden cualquiera de las SEQ ID NO: 4 u 11.

Los términos "oligdmero de morfolino" u "PMO" (oligémero de morfolino de fosforamidato o fosforodiamidato, por sus
siglas en inglés) se refieren a un analogo de oligonucledtido compuesto por estructuras de subunidades de morfolino,
donde (i) las estructuras estan unidas entre si por enlaces que contienen fésforo, de uno a tres atomos de largo,
preferiblemente de dos atomos de largo, y preferiblemente sin carga o cationico, uniendo el nitrégeno de morfolino de una
subunidad a un carbono exociclico 5' de una subunidad adyacente, y (ii) cada anillo de morfolino lleva una purina o
pirimidina o un resto de apareamiento de bases equivalente efectivo para se unen, mediante enlaces de hidrégeno
especificos de base, a una base en un polinucleétido. Se pueden hacer variaciones a este enlace siempre que no
interfieran con el enlace o la actividad. Por ejemplo, el oxigeno unido al fésforo puede sustituirse por azufre
(tiofosforodiamidato). El oxigeno 5' puede estar sustituido con amino o amino sustituido con alquilo inferior. El nitrdgeno
colgante unido al fosforo puede estar sin sustituir, monosustituido o disustituido con alquilo inferior (opcionalmente
sustituido). Véase también la discusion de los enlaces cationicos a continuacion. El resto de apareamiento de bases de
purina o pirimidina es tipicamente adenina, citosina, guanina, uracilo, timina o inosina. La sintesis, las estructuras y las
caracteristicas de unién de los oligdmeros de morfolino se detallan en las patentes estadounidenses numeros 5.698.685,
5.217.866, 5.142.047, 5.034.506, 5.166.315, 5.521.063 y 5.506.337 y las aplicaciones PCT Nos. PCT/US07/11435
(enlaces catidnicos) y US08/012804 (sintesis mejorada).

"PMO+" se refiere a oligdmeros de fosforodiamidato-morfolino que comprenden cualquier nimero de enlaces (1-
piperazino)fosfinilidenooxi, (1-(4-(w-guanidino-alcanoil))-piperazino)fosfinilidenooxi (A2 y A3) que se han determinado.
escrito anteriormente (ver por ejemplo, publicacion PCT W0/2008/036127.

"PMO-X" se refiere a oligémeros de fosforodiamidato-morfolino descritos en el presente documento que comprenden al
menos un enlace (B) o al menos una de las modificaciones terminales descritas, y como se describe en los documentos
WO2011/150408 y US2012/0065169. Se pueden encontrar otros oligdmeros de fosforodiamidato-morfolino PMO-X utiles
aqui en la Solicitud Provisional de EE. UU. No. 61/561,806, presentada el 18 de noviembre de 2011.

Un grupo "fosforamidato” comprende fésforo que tiene tres atomos de oxigeno unidos y un atomo de nitrégeno unido,
mientras que un grupo "fosforodiamidato” comprende fésforo que tiene dos atomos de oxigeno unidos y dos atomos de
nitrégeno unidos. En los enlaces entre subunidades no cargados o modificados de los oligémeros descritos en el presente
documento y en las solicitudes de patente de EE.UU. en tramitacion junto con la presente numeros 61/349.783 y
11/801.885, un nitrégeno siempre cuelga de la cadena principal. El segundo nitrégeno, en un enlace fosforodiamidato, es
tipicamente el nitrégeno del anillo en una estructura de anillo de morfolino.

Los enlaces "tiofosforamidato" o "tiofosforodiamidato” son enlaces fosforamidato o fosforodiamidato, respectivamente,
donde un atomo de oxigeno, tipicamente el oxigeno pendiente de la columna vertebral, se reemplaza con azufre.

"Enlace entre subunidades" se refiere al enlace que conecta dos subunidades de morfolino, por ejemplo, la estructura (l).
"Cargado", "descargado", "catidnico" y "aniénico", como se usa aqui, se refiere al estado predominante de un resto quimico
a un pH casi neutro, por ejemplo, de aproximadamente 6 a 8. Por ejemplo, el término puede referirse al estado
predominante del resto quimico a pH fisioldgico, es decir, alrededor de 7,4.

El término "analogo de oligonucledtido” se refiere a un oligonucledtido que tiene (i) una estructura de cadena principal
modificada, por ejemplo, una columna vertebral distinta del enlace fosfodiéster estandar que se encuentra en los
oligonucleétidos y polinucleétidos naturales, y (ii) opcionalmente, restos de azucar modificados, por ejemplo, restos de
morfolino en lugar de restos de ribosa o desoxirribosa. Los analogos de oligonucleétidos soportan bases capaces de
formar enlaces de hidrogeno mediante el emparejamiento de bases de Watson-Crick con bases polinucleotidicas
estandar, donde el esqueleto del analogo presenta las bases de una manera que permite dicho enlace de hidrogeno de
una manera especifica de secuencia entre la molécula del analogo de oligonucledtido y las bases en un estandar.
polinucleétido (por efemplo, ARN monocatenario o ADN monocatenario). Los analogos preferidos son aquellos que tienen
un esqueleto que contiene fésforo sustancialmente sin carga.
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Una columna vertebral que contiene fésforo sustancialmente sin carga en un analogo de oligonucleétido es aquella donde
la mayoria de los enlaces de subunidades, por ejemplo, entre 50-100%, tipicamente al menos 60% a 100% o 75% u 80%
de sus enlaces, no estan cargados y contienen un solo atomo de fosforo. Los oligonucledtidos antisentido y los analogos
de oligonucledtidos pueden contener entre alrededor de 8 y 40 subunidades, tipicamente alrededor de 8-25 subunidades,
y preferiblemente alrededor de 12 a 25 subunidades (incluyendo todos los nimeros enteros y rangos intermedios). En
ciertas realizaciones, los oligonucleétidos pueden tener una complementariedad de secuencia exacta con la secuencia
objetivo o una complementariedad cercana, como se define a continuacion.

Una "subunidad" de un oligonucledtido se refiere a una unidad de nucledtido (o analogo de nucleétido). El término puede
referirse a la unidad de nucleétidos con o sin el enlace intersubunitario adjunto, aunque, cuando se hace referencia a una
"subunidad cargada", la carga normalmente reside dentro del enlace intersubunitario (por ejemplo, un enlace fosfato o
fosforotioato o un enlace catiénico).

El resto de apareamiento de bases de purina o pirimidina es tipicamente adenina, citosina, guanina, uracilo, timina o
inosina. También se incluyen bases como piridin-4-ona, piridin-2-ona, fenilo, pseudouracilo, 2,4,6-trime115toxibenceno,
3-metiluracilo, dihidrouridina, naftilo, aminofenilo, 5-alquilcitidinas (por ejemplo, 5-metilcitidina), 5-alquiluridinas (por
ejemplo, ri-botimidina), 5-halouridina (por ejemplo, 5-bromouridina) o 6-azapirimidinas o 6-alquilpirimidinas (por ejemplo
6-metiluridina), propino, quesosina, 2-tiouridina, 4-tiouridina, wybutosina, wybutoxosina, 4-acetiltidina, 5-
(carboxihidroximetil)uridina, 5'-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluridina, B-D-
galactosilqueosina, 1-metiladenosina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 3-metilcitidina, 2-metiladenosina, 2-
metilguanosina, N6-metiladenosina, 7-metilguanosina, 5-metoxiaminometil-2-tiouridina, 5 -metilaminometiluridina, 5-
metilcar- bonimetiluridina, 5-metiloxiuridina, 5-metil-2-tiouridina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, B-D-
manosilqueosina, acido uridina-5-oxiacético, 2-tiocitidina, derivados de treonina y otros (Burgin y col., 1996, Biochemistry,
35, 14090; Uhlman & Pey man, supra). Por "bases modificadas" en este aspecto se entiende bases de nucleétidos distintas
de adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T) y uracilo (U), como se ilustré anteriormente; tales bases pueden usarse
en cualquier posicidn en la molécula antisentido. Los expertos en la materia apreciaran que dependiendo de los usos de
los oligébmeros, Ts y Us son intercambiables. Por ejemplo, con otras quimicas antisentido como los oligonucledtidos
antisentido 2'-O-metil que son mas similares al ARN, las bases T pueden mostrarse como U (ver, por ejemplo, Listado de
secuencias).

Una "subunidad de aminoacido" o "residuo de aminoacido" puede referirse a un residuo de aminoacido a (-CO-CHR-NH-
) 0 a un residuo de aminoacido - u otro (por ejemplo, -CO-(CH2)nCHR-NH-), donde R es una cadena lateral (que puede
incluir hidrogeno) y n es de 1 a 7, preferiblemente de 1 a 4.

El término "aminoacido natural" se refiere a un aminoacido presente en proteinas que se encuentran en la naturaleza,
como los 20 (L)-aminoacidos utilizados durante la biosintesis de proteinas, asi como otros como 4-hidroxiprolina,
hidroxilisina, desmosina, isodesmosina, homocisteina, citrulina y ornitina. El término "aminoacidos no naturales" se refiere
a aquellos aminoacidos que no estan presentes en las proteinas que se encuentran en la naturaleza, los ejemplos incluyen
beta-alanina (B-Ala), acido 6-aminohexanoico (Ahx) y acido 6-aminopentanoico. Ejemplos adicionales de "aminoacidos
no naturales" incluyen, sin limitacién, (D)-aminoacidos, norleucina, norvalina, p-fluorofenilalanina, etionina y similares, que
son conocidos por un experto en la técnica.

Por "aislado" se entiende material que estd sustancial o esencialmente libre de componentes que normalmente lo
acompanfan en su estado nativo. Por ejemplo, un "polinucledtido aislado" u "oligonucleétido aislado", como se usa en el
presente documento, puede referirse a un polinucleétido que ha sido purificado o eliminado de las secuencias que lo
flanquean en un estado natural. por ejemplo, un fragmento de ADN que se ha eliminado de las secuencias que
normalmente son adyacentes al fragmento.

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

Por "mejorar" o "mejorando”, o "aumentar" o "aumentando”, o "estimular" o "estimulando", se refiere generalmente a la
capacidad de uno o compuestos o composiciones antisentido para producir o causar una mayor respuesta fisiolégica (es
decir, efectos corriente abajo) en una célula, en comparacién con la respuesta causada por un compuesto de control o sin
compuesto antisentido. Una cantidad "aumentada" o "mejorada" suele ser una cantidad "estadisticamente significativa" y
puede incluir un aumento de 1,1, 1,2, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o mas veces (por ejemplo, 500, 1000
veces) (incluidos todos los nimeros enteros y puntos decimales entre y por encima de 1), por ejemplo, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8,
etc.) la cantidad producida por ningin compuesto antisentido (la ausencia de un agente) o un compuesto de control.

El término "reducir" o "inhibir" puede relacionarse generalmente con la capacidad de uno o mas compuestos antisentido
para usar en la invencién para "disminuir" una respuesta fisioldgica o celular relevante, medida segun técnicas de rutina
en el campo del diagndstico. Respuestas fisiologicas o celulares relevantes (in vivo o in vitro) sera evidente para los
expertos en la técnica y puede incluir, por ejemplo, reducciones en la expresion de progerina medida por los niveles de
ARNm y/o proteina. Una "disminuciéon" en una respuesta puede ser "estadisticamente significativa" en comparacién con
la respuesta producida por un compuesto sin sentido o una composicion de control, y puede incluir un 1%, 2%, 3%, 4%,
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5%, 6%, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %,
45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % de disminucion, incluidos todos los enteros
intermedios.

El término "secuencia objetivo" se refiere a una parte del ARN objetivo contra el que se dirige el oligonucledtido o el agente
antisentido, es decir, la secuencia con la que se hibridara el oligonucleétido mediante el apareamiento de bases de
Watson-Crick de una secuencia complementaria. En ciertas realizaciones, la secuencia objetivo puede ser una region
contigua de un pre-ARNm que incluye la secuencia objetivo tanto del intron como del exén. En ciertas otras realizaciones,
la secuencia objetivo consistira exclusivamente en secuencias de intrones o exones.

El término "secuencia de direccionamiento” o "secuencia de direccionamiento antisentido" se refiere a la secuencia en un
oligonucleétido u otro agente antisentido que es complementario (es decir, ademas, sustancialmente complementario) a
la secuencia objetivo en el genoma de ARN. La secuencia completa, o solo una parte, del compuesto antisentido puede
ser complementaria a la secuencia objetivo. Por ejemplo, en un oligonucleétido que tiene de 20 a 30 bases,
aproximadamente 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 29 pueden ser
secuencias dirigidas que son complementarias a la region objetivo. Por lo general, la secuencia de direccionamiento esta
formada por bases contiguas, pero alternativamente puede estar formada por secuencias no contiguas que, cuando se
colocan juntas, por ejemplo, desde los extremos opuestos del oligonucleotido, constituyen la secuencia que abarca la
secuencia objetivo.

Las secuencias objetivo y de direccionamiento se describen como "complementarias" entre si cuando la hibridacion se
produce en una configuracién antiparalela. Una secuencia de direccionamiento puede tener una complementariedad "casi"
o "sustancial" con la secuencia objetivo y seguir funcionando para el propésito de la presente invencion, es decir, todavia
puede ser funcionalmente "complementaria”. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido puede tener como maximo un
desajuste con la secuencia objetivo de 10 nucleétidos, y preferiblemente como maximo un desajuste de 20.
Alternativamente, un oligonucleétido puede tener al menos un 90 % de homologia de secuencia, y preferiblemente al
menos un 95 % de homologia de secuencia, con las secuencias de direccionamiento antisentido ejemplares descritas en
el presente documento.

Un oligonucledtido "hibrida especificamente" con un polinucleétido objetivo si el oligdmero hibrida con el objetivo en
condiciones fisiolégicas, con una Tm sustancialmente superior a 45 °C, preferentemente al menos 50 °C, y normalmente
de 60 °C a 80 °C o superior. Tal hibridacion corresponde preferiblemente a condiciones de hibridacién estrictas. A una
fuerza ionica y un pH determinados, la Tm es la temperatura a la que el 50 % de una secuencia objetivo se hibrida con un
polinucleétido complementario. Nuevamente, dicha hibridacion puede ocurrir con una complementariedad "casi" o
"sustancial" del oligémero antisentido con la secuencia objetivo, asi como con una complementariedad exacta.

"Homologia" se refiere al nimero porcentual de aminoacidos que son idénticos o constituyen sustituciones conservativas.
La homologia puede determinarse usando programas de comparacion de secuencias como GAP (Deveraux et al., 1984,
Nucleic Acids Research 12, 387-395). De esta manera, las secuencias de una longitud similar o sustancialmente diferente
a las citadas en este documento podrian compararse mediante la insercion de espacios en la alineacién, siendo
determinados dichos espacios, por ejemplo, por el algoritmo de comparacién utilizado por GAP.

Los términos "identidad de secuencia” o, por ejemplo, que comprende una "secuencia 50 % idéntica a", como se usa en
el presente documento, se refieren al grado en que las secuencias son idénticas en una base de nucleétido por nucleétido
o de aminoacido por aminoacido. base sobre una ventana de comparacion. Por lo tanto, se puede calcular un "porcentaje
de identidad de secuencia" comparando dos secuencias alineadas de forma éptima en la ventana de comparacion,
determinando el nimero de posiciones donde la base de acido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, 1) o el residuo
de aminoacido idéntico (por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, Gin,
Cys y Met) ocurre en ambas secuencias para producir el nUmero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de
posiciones coincidentes por el niumero total de posiciones en la ventana de comparacion (esfo es, el tamafo de la
ventana), y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

Los términos utilizados para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas polinucledtidos o polipéptidos incluyen
"secuencia de referencia", "ventana de comparacion", "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia" e
"identidad sustancial". Una "secuencia de referencia" tiene una longitud de al menos 8 o 10 pero frecuentemente de 15 a
18 ya menudo al menos 25 unidades monoméricas, incluidos los nucleétidos y los residuos de aminoacidos. Debido a que
dos polinucleétidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, solo una porcion de la secuencia de
polinucleétidos completa) que es similar entre los dos polinucleétidos, y (2) una secuencia que es divergente entre los dos
polinucledtidos, las comparaciones de secuencias entre dos (o mas) polinucleétidos se realizan tipicamente comparando
secuencias de los dos polinuclesdtidos en una "ventana de comparacion” para identificar y comparar regiones locales de
similitud de secuencia. Una "ventana de comparacion" se refiere a un segmento conceptual de al menos 6 posiciones
contiguas, generalmente de 50 a 100, mas generalmente de 100 a 150, donde una secuencia se compara con una
secuencia de referencia del mismo numero de posiciones contiguas después de las dos secuencias estan éptimamente
alineadas. La ventana de comparacién puede incluir adiciones o eliminaciones (es decir, lagunas) de aproximadamente
el 20% o menos en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o eliminaciones) para una
alineacion éptima de las dos secuencias.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2935606 T3

El alineamiento o6ptimo de secuencias para alinear una ventana de comparacién se puede realizar mediante
implementaciones computarizadas de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en Wisconsin Genetics Software
Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, EE. UU.) o por inspeccién y la mejor
alineacion (esto es, dando como resultado el mayor porcentaje de homologia sobre la ventana de comparacion) generada
por cualquiera de los diversos métodos seleccionados. También se puede hacer referencia a la familia de programas
BLAST como, por ejemplo, divulgada por Altschul et al., 1997, Nucl. Acidos Res. 25:3389. Se puede encontrar una
discusioén detallada del analisis de secuencias en la Unidad 19.3 de Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology",
John Wiley & Sons Inc, 1994-1998, Capitulo 15.

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

Un agente es "captado activamente por células de mamifero" cuando el agente puede entrar en la célula por un
mecanismo distinto a la difusion pasiva a través de la membrana celular. El agente puede ser transportado, por ejemplo,
por "transporte activo", refiriéndose al transporte de agentes a través de una membrana celular de mamifero por ejemplo,
un mecanismo de transporte dependiente de ATP, o por "transporte facilitado", que se refiere al transporte de agentes
antisentido a través de la membrana celular mediante un mecanismo de transporte que requiere la union del agente a una
proteina de transporte, que luego facilita el paso del agente unido a través de la membrana celular. Tanto para el transporte
activo como para el facilitado, los analogos de oligonucledtidos tienen preferiblemente un esqueleto sustancialmente sin
carga, como se define a continuacion.

Un "heteroduplex" se refiere a un duplex entre un oligonucleétido antisentido y la porcién complementaria de un ARN
objetivo. Un "heteroduplex resistente a nucleasas" se refiere a un heteroduplex formado por la unién de un oligémero
antisentido a su objetivo complementario, de modo que el heteroduplex es sustancialmente resistente a la degradacion in
vivo por nucleasas intracelulares y extracelulares, como ARNasaH, que son capaces de cortar complejos de doble cadena
ARN/ARN o ARN/ADN.

Como se usa aqui, el término "fluido corporal" abarca una variedad de tipos de muestras obtenidas de un sujeto que
incluyen orina, saliva, plasma, sangre, liquido cefalorraquideo u otra muestra de origen biolégico, como células de la piel
o desechos dérmicos, y puede se refieren a células o fragmentos de células suspendidos en ellas, o al medio liquido y
sus solutos.

El término "cantidad relativa" se usa cuando se hace una comparacién entre una medicion de prueba y una medicion de
control. La cantidad relativa de un reactivo que forma un complejo en una reaccion es la cantidad que reacciona con una
muestra de prueba, en comparacion con la cantidad que reacciona con una muestra de control. La muestra de control se
puede procesar por separado en el mismo ensayo o puede ser parte de la misma muestra (por ejemplo, tejido normal que
rodea un area maligna en una seccioén de tejido).

Un gen o producto génico de tipo silvestre es el que se observa con mayor frecuencia en una poblacién y, por lo tanto, se
designa arbitrariamente como la forma "normal” o "de tipo silvestre" del gen.

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

"Amino" se refiere al radical -NHz.

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

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

"Imino" se refiere al sustituyente =NH.

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

"Ox0" se refiere al sustituyente =0.

"Tioxo" se refiere al sustituyente =S.

"Colato" se refiere a la siguiente estructura:
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HO™'

H

"Desoxicolato" se refiere a la siguiente estructura:

0O

"Alquilo" se refiere a un radical de cadena hidrocarbonada lineal o ramificada que esta saturada o insaturada (es decir,
contiene uno o mas enlaces dobles y/o triples), que tiene de uno a treinta atomos de carbono, y que esta unido al resto
de la molécula por un enlace simple. Se incluyen los alquilos que comprenden cualquier nimero de atomos de carbono
de 1 a 30. Un alquilo que comprende hasta 30 atomos de carbono se denomina alquilo C1-C3o, asimismo, por ejemplo, un
alquilo que comprende hasta 12 atomos de carbono es un alquilo C1-C12. Los alquilos (y otros restos definidos aqui) que
comprenden otros nimeros de atomos de carbono se representan de manera similar. Los grupos alquilo incluyen, entre
otros, alquilo C+4-Cso, alquilo C1-Cz2o, alquilo C1-C1s, alquilo C4-C1o, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs, alquilo C1-C4, alquilo C1-Cs,
alquilo C1-Cz, alquilo C2-C8, alquilo C3-Cs y alquilo C4-Cs. Los grupos alquilo representativos incluyen, entre otros, metilo,
etilo, n-propil, 1-metiletilo (iso-propilo), n-butilo, i-butilo, s-butilo, n-pentilo, 1,1- dimetiletilo (t-butilo), 3-metilhexilo, 2-
metilhexilo, etenilo, prop-1-enilo, but-1-enilo, pent-1-enilo, penta-1,4-dienilo, etinilo, propinilo, but-2-inilo, but-3-inilo,
pentinilo, hexinilo y similares. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo alquilo
puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Alquileno" o "cadena de alquileno" se refiere a una cadena hidrocarbonada divalente lineal o ramificada que une el resto
de la molécula a un grupo radical. Los alquilenos pueden ser saturados o insaturados (es decir, contiene uno o mas
enlaces dobles y/o triples). Los alquilenos representativos incluyen, pero no se limitan a, alquileno C1-C12, alquileno Ca-
Cs, alquileno C1-Cs, alquileno C+-Ca4, alquileno C1-Cs, alquileno C1-C2, alquileno C+. Los grupos alquileno representativos
incluyen, pero no se limitan a, metileno, etileno, propileno, n-butileno, etenileno, propenileno, n-butenileno, propinileno, n-
butinileno, y similares. La cadena de alquileno esta unida al resto de la molécula a través de un enlace simple o doble y
al grupo radical a través de un enlace simple o doble. Los puntos de unién de la cadena de alquileno al resto de la molécula
y al grupo radical pueden ser a través de un carbono o dos carbonos dentro de la cadena. A menos que se indique
especificamente lo contrario en la especificacion, una cadena de alquileno puede estar opcionalmente sustituida como se
describe a continuacion.

Alcoxi se refiere a un radical de formula -ORa donde Ra es un radical alquilo como se define. A menos que se indique
especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo alcoxi puede estar opcionalmente sustituido como se describe
a continuacion.

Alcoxialquilo" se refiere a un radical de férmula -RoORa donde Ra es un radical alquilo como se define y donde Ry es un
radical alquileno como se define. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo
alcoxialquilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.
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"Alquilcarbonilo” se refiere a un radical de formula -C(=O)Ra donde Ra es un radical alquilo como se ha definido
anteriormente. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacién, un grupo alquilcarbonilo puede
estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Alquiloxicarbonilo” se refiere a un radical de férmula -C(=0O)ORa donde Ra es un radical alquilo como se define. A menos
que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo alquiloxicarbonilo puede estar opcionalmente
sustituido como se describe a continuacion.

"Alquilamino” se refiere a un radical de formula -NHRa 0 -NRaRa donde cada Ra es, independientemente, un radical alquilo
como se define anteriormente. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo
alquilamino puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacién.

"Amidilo" se refiere a un radical de formula -N(H)C(=O) Ra donde Ra es un radical alquilo o arilo como se define en el
presente documento. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo amidilo puede
estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Amidinilalquilo” se refiere a un radical de formula -Rp- C(=NH) NH2 donde Rb es un radical alquileno como se define
anteriormente. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo amidinilalquilo puede
estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Amidinilalquilcarbonilo" se refiere a un radical de formula -C(=O)Rs-C(=NH)NH2 donde R» es un radical alquileno como
se define arriba. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo amidinilalquilcarbonilo
puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

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

"Tioalquilo" se refiere a un radical de férmula -SRa donde Ra es un radical alquilo como se define anteriormente. A menos
que se indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo tioalquilo puede estar opcionalmente
sustituido.

"Arilo" se refiere a un radical derivado de un sistema de anillo hidrocarbonado que comprende hidrégeno, de 6 a 30 atomos
de carbono y al menos un anillo aromatico. El radical arilo puede ser un sistema de anillo monociclico, biciclico, triciclico
o tetraciclico, que puede incluir sistemas de anillos fusionados o con puente. Los radicales arilo incluyen, pero no se
limitan a, radicales arilo derivados de los sistemas de anillos hidrocarbonados de aceantrileno, acenaftileno,
acefenantrileno, antraceno, azuleno, benceno, criseno, fluoranteno, fluoreno, as-indaceno, s-indaceno, indano, indeno,
naftaleno, fenaleno, fenantreno, pleyadeno, pireno y trifenileno. A menos que se indique especificamente lo contrario en
la memoria descriptiva, el término "arilo" o el prefijo "ar-" (como en "aralquilo") pretende incluir radicales arilo que estan
opcionalmente sustituidos.

"Aralquilo” se refiere a un radical de féormula -Rs-Rc donde Ry es una cadena de alquileno como se define anteriormente y
Rc es uno o mas radicales arilo como se define anteriormente, por ejemplo, bencilo, difenilmetilo, tritilo y similares. A
menos que se diga lo contrario especificamente en la especificacion, un grupo aralquilo puede estar opcionalmente
sustituido.

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

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

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

"Aralquiloxicarbonilo” se refiere a un radical de formula -C(=O)ORb-Rc: donde Ry es una cadena de alquileno como se
define anteriormente y Rc es uno o mas radicales arilo como se define anteriormente, por ejemplo, fenilo. A menos que
se indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo aralquiloxicarbonilo puede estar
opcionalmente sustituido.

"Ariloxi" se refiere a un radical de formula -OR. donde Rc es uno o mas radicales arilo como se define anteriormente, por

ejemplo, fenilo. A menos que se indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo arilcarbonilo
puede estar opcionalmente sustituido.
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"Cicloalquilo" se refiere a un anillo carbociclico monociclico o policiclico, no aromatico, estable, que puede incluir sistemas
de anillos fusionados o puenteados, que esta saturado o insaturado, y unido al resto de la molécula mediante un enlace
simple. Los cicloalquilos representativos incluyen, pero no se limitan a, cicloalquilos que tienen de tres a quince atomos
de carbono y de tres a ocho atomos de carbono. Los radicales cicloalquilo monociclicos incluyen, por ejemplo, ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo. Los radicales policiclicos incluyen, por ejemplo, adamantilo,
norbornilo, decalinilo y 7,7-dimetil-biciclo[2.2.1]heptanilo. A menos que se indique especificamente lo contrario en la
memoria descriptiva, un grupo cicloalquilo puede estar opcionalmente sustituido.

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

"Cicloalquilcarbonilo" se refiere a un radical de formula -C(=O)R4 donde Ra es un radical cicloalquilo como se define
anteriormente. A menos que se indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo
cicloalquilcarbonilo puede estar opcionalmente sustituido.

Cicloalquiloxicarbonilo" se refiere a un radical de féormula -C(=0)ORq+ donde R4 es un radical cicloalquilo como se define
anteriormente. A menos que se indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo
cicloalquiloxicarbonilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Fusionado" se refiere a cualquier estructura de anillo descrita en el presente documento que esta fusionada con una
estructura de anillo existente. Cuando el anillo fusionado es un anillo de heterociclilo o un anillo de heteroarilo, cualquier
atomo de carbono en la estructura del anillo existente que se convierte en parte del anillo de heterociclilo fusionado o del
anillo de heteroarilo fusionado puede reemplazarse con un atomo de nitrégeno.

"Guanidinilalquilo" se refiere a un radical de férmula -R,-NHC(=NH)NH2 donde R» es un radical alquileno como se define
anteriormente. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo guanidinilalquilo puede
estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Guanidinilalquilcarbonilo" se refiere a un radical de férmula -C(=O)Rs-NHC(=NH)NH2 donde Ry es un alquileno
radical como se definié anteriormente. A menos que se indique especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo
guanidinilalquilcarbonilo puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Halo" o "halégeno" se refiere a bromo, cloro, flior o yodo.

"Haloalquilo" se refiere a un radical alquilo, como se define anteriormente, que esta sustituido con uno o mas radicales
halo, como se define anteriormente, por ejemplo, trifluorometilo, difluorometilo, fluorometilo, triclorometilo, 2,2,2-
trifluoroetilo, 1,2-difluoroetilo, 3-bromo-2-fluoropropilo, 1,2-dibromoetilo y similares. A menos que se indique
especificamente lo contrario en la especificacion, un grupo haloalquilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Perhalo" o "perfluoro” se refiere a un resto donde cada atomo de hidrégeno ha sido reemplazado por un atomo de halo
o un atomo de fldor, respectivamente.

"Heterociclilo" o "anillo heterociclico" se refiere a un radical anular no aromatico estable de 3 a 24 miembros que
comprende de 2 a 23 atomos de carbono y de uno a 8 heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en nitrégeno,
oxigeno, fosforo y azufre. A menos que se indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, el radical
heterociclilo puede ser un sistema de anillo monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico, que puede incluir sistemas de
anillos fusionados o con puente; y los atomos de nitrégeno, carbono o azufre en el radical heterociclilo pueden estar
opcionalmente oxidados; el atomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado; y el radical heterociclilo puede
estar parcial o totalmente saturado. Los ejemplos de tales radicales heterociclilo incluyen, pero no se limitan a, dioxolanilo,
tienil[1,3]ditianilo, decahidroisoquinolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, isotiazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo,
octahidroindolilo, octahidroisoindolilo, 2-oxopiperazinilo, 2-oxopiperidinilo, 2 -oxopirrolidinilo, oxazolidinilo, piperidinilo,
piperazinilo, 4-piperidinilo, pirrolidinilo, pirazolidinilo, quinuclidinilo, tiazolidinilo, tetrahidrofurilo, tritianilo, tetrahidropiranilo,
tiomorfolinilo, tiamorfolinilo, 1-oxo-tiomorfolinilo, 1,1-dioxo-tiomorfolinilo, 1,1-dioxo-tiomorfolinilo, -corona-4, 15-corona-5,
18-corona-6, 21-corona-7, aza-18-corona-6, diaza-18-corona-6, aza-21-corona-7, y diaza- 21-corona-7. A menos que se
indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo heterociclilo puede estar opcionalmente
sustituido.

"Heteroarilo" se refiere a un radical de sistema de anillo de 5 a 14 miembros que comprende atomos de hidrégeno, uno a
trece atomos de carbono, uno a seis heterodtomos seleccionados del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno, fosforo
y azufre, y al menos un anillo aroméatico. Para los fines de esta invencion, el radical heteroarilo puede ser un sistema de
anillo monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico, que puede incluir sistemas de anillos fusionados o con puente; y los
atomos de nitrégeno, carbono o azufre en el radical heteroarilo pueden estar opcionalmente oxidados; el atomo de
nitrogeno puede estar opcionalmente cuaternizado. Los ejemplos incluyen, entre otros, azepinilo, acridinilo,
bencimidazolilo, benzotiazolilo, bencindolilo, benzodioxolilo, benzofuranilo, benzooxazolilo, benzotiazolilo,
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benzotiadiazolilo, benzo[b][1,4]dioxepinilo, 1,4-benzodioxanilo, benzonaftofura- nilo, benzoxazolilo, benzodioxolilo,
benzodioxinilo, benzopiranilo, benzopiranonilo, benzofuranilo, benzofuranonilo, benzotienilo (benzotiofenilo),
benzotriazolilo, benzo[4,6]imidazo[1,2-a]piridinilo, carbazolilo, cinnolinilo, dibenzofuranilo, dibenzotiofenilo, furanilo,
furanonilo, isotiazolilo, imidazolilo, indazolilo, indolilo, indazolilo, isoindolilo, indolinilo, isoindolinilo, isoquinolilo, indolizinilo,
isoxazolilo, naftiridinilo, oxadiazolilo, 2-oxoazepinilo , oxazolilo, oxiranilo, 1-oxidopiridinilo, 1-oxidopirimidinilo, 1-
oxidopirazinilo, 1-oxidopiridazinilo, 1-fenil-1H-pirrolilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo, pteridinilo, purinilo,
pirrolilo, pirazolilo, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, quinolinilo, quinuclidinilo,
isoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo, tiazolilo, tiadiazolilo, triazolilo, y, tiofenilo (esto es, tienilo). A menos que se indique
especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo heteroarilo puede estar opcionalmente sustituido.

Todos los grupos anteriores pueden estar sustituidos o no sustituidos. El término "sustituido" como se usa aqui significa
cualquiera de los grupos anteriores (esto es, alquilo, alquileno, alcoxi, alcoxialquilo, alquilcarbonilo, alquiloxicarbonilo,
alquilamino, amidilo, amidinilalquilo, amidinilalquilcarbonilo, aminoalquilo, arilo, aralquilo, arilcarbonilo, ariloxicarbonilo,
aralquilcarbonilo, aralquiloxicarbonilo, ariloxi, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, cicloalquilcarbonilo, cicloalquilalquilcarbonilo,
cicloalquiloxicarbonilo, guanidinilalquilo, guanidinilalquilcarbonilo, haloalquilo, heterociclilo y/o heteroarilo), se puede
funcionalizar adicionalmente donde al menos un atomo de hidrégeno se reemplaza por un enlace a un sustituyente que
no es un atomo de hidrogeno. A menos que se indique especificamente en la especificacion, un grupo sustituido puede
incluir uno o mas sustituyentes seleccionados de: oxo, -CO2H, nitrilo, nitro, hidroxilo, tiooxi, alquilo, alquileno, alcoxi,
alcoxialquilo, alquilcarbonilo, alquiloxicarbonilo, arilo, aralquilo, arilcarbonilo, ariloxicarbonilo, aralquilcarbonilo,
aralquiloxicarbonilo, ariloxi, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, cicloalquilcarbonilo, cicloalquilalquilcarbonilo,
cicloalquiloxicarbonilo, heterociclilo, heteroarilo, dialquilaminas, arilaminas, alquilarildminas, diarildminas, N-6xidos, imidas
y enaminas; un atomo de silicio en grupos tales como grupos trialquilsililo, grupos dialquilarilsililo, grupos alquildiarilsililo,
grupos triarilsililo, perfluoroalquilo o perfluoroalcoxi, por ejemplo, trifluorometilo o trifluorometoxi. "Sustituido" también
significa cualquiera de los grupos anteriores donde uno o mas atomos de hidrégeno se reemplazan por un enlace de
orden superior (por ejemplo, un enlace doble o triple) a un heteroatomo tal como oxigeno en grupos oxo, carbonilo,
carboxilo y éster; y nitrdgeno en grupos tales como iminas, oximas, hidrazonas y nitrilos. Por ejemplo, "sustituido" incluye
cualquiera de los grupos anteriores donde uno o mas atomos de hidrégeno se reemplazan con -NRgC(=O)NRgRs, -
NRgC(=0)ORs, -NRgSO2Rh, -OC(=0O)NRgRh, - ORg, -SRg, -SORg, -SO2Rg, -OSO2Rg, -SO20Rg, =NSO2Rg y -SO2NRgRn.
"Sustituido" también significa cualquiera de los grupos anteriores donde uno o mas atomos de hidrégeno se reemplazan
con -C(=0)Rg, -C(=0)ORg, -CH2S02Rg, -CH2S02NRgR#, -SH, -SRg 0 -SSRg . En lo anterior, Ry y Rn son iguales o diferentes
e independientemente hidrégeno, alquilo, alcoxi, alquilamino, tioalquilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
haloalquilo, heterociclilo, n-heterociclilo, heterociclilalquilo, heteroarilo, n-heteroarilo y/o heteroarilalquilo. Ademas, cada
uno de los sustituyentes anteriores también puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas de los sustituyentes
anteriores. Ademas, cualquiera de los grupos anteriores puede sustituirse para incluir uno o mas atomos internos de
oxigeno o azufre. Por ejemplo, un grupo alquilo puede estar sustituido con uno o mas atomos de oxigeno internos para
formar un grupo éter o poliéter. De manera similar, un grupo alquilo puede sustituirse con uno o mas atomos de azufre
internos para formar un tioéter, disulfuro, etc. Los restos amidilo pueden sustituirse con hasta 2 4tomos de halo, mientras
que otros grupos anteriores pueden sustituirse con uno o mas atomos de halo. Con la excepcidén de los grupos alquilo,
todos los demas grupos también pueden estar sustituidos con amino o monoalquilamino. Con la excepcion de los grupos
alquilo y alquilcarbonilo, todos los demas grupos también pueden estar sustituidos con guanidinilo o amidinilo. Los
sustituyentes opcionales para cualquiera de los grupos anteriores también incluyen arilfosforilo, por ejemplo, -RaP(Ar)s,
donde Ra es un alquileno y Ar es un resto arilo, por ejemplo, fenilo.

"Alquilo inferior" se refiere a un radical alquilo de uno a seis atomos de carbono, como por ejemplo metilo, etilo, n-butilo,
i-butilo, t-butilo, isoamilo, n-pentilo e isopentilo. En ciertas realizaciones, un grupo "alquilo inferior" tiene de uno a cuatro
atomos de carbono. En otras realizaciones, un grupo "alquilo inferior" tiene de uno a dos atomos de carbono; es decir,
metilo o etilo. Andlogamente, "alquenilo inferior" se refiere a un radical alquenilo de dos a seis, preferiblemente tres o
cuatro, atomos de carbono, como por ejemplo alilo y butenilo.

Un sustituyente "que no interfiere" es uno que no afecta negativamente a la capacidad de un oligémero antisentido como
se describe en el presente documento para unirse a su objetivo previsto. Dichos sustituyentes incluyen grupos pequefios
y/o relativamente no polares como metilo, etilo, metoxi, etoxi o fltor.

Direccionamiento de LMNA

Los ejemplos incluyen oligonucleétidos antisentido que se dirigen a SEQ ID NO: 1 y/o 2, discutidos a continuacion.
Ciertos oligonucleétidos antisentido pueden comprender una secuencia de direccionamiento que es complementaria a
una o mas bases del exén 11 en el gen LMNA humano, incluida la secuencia de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1) y/o la
secuencia encontrada en pacientes con HGPS, como se muestra en SEQ ID NO: 2. Estas secuencias objetivo se muestran
en la Tabla 1 a continuacion:

Tabla 1. Secuencias objetivo ejemplares de LMNA

NOMBRE SECUENCIA SEQ ID NO:
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LMNA exén 11 GGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGA 1

GTACAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGTGCGGGA
CCTGCGGGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGC
GGCTCAGGAGCCCAGGTGGGCGGACCCATCTCCTC
TGGCTCTTCTGCCTCCAGTGTCACGGTCACTCGCA
GCTACCGCAGTGTGGGGGGCAGTGGGGGTGGCAGC
TTCGGGGACAATCTGGTCACCCGCTCCTACCTCCT
GGGCAACTCCAGCCCCCGAACCCAG

HGPS exén 11 GGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGA 2

GTACAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGTGCGGGA
CCTGCGGGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGC
GGCTCAGGAGCCCAGGTGGGTGGACCCATCTCCTC
TGGCTCTTCTGCCTCCAGTGTCACGGTCACTCGCA
GCTACCGCAGTGTGGGGGGCAGTGGGGGTGGCAGC
TTCGGGGACAATCTGGTCACCCGCTCCTACCTCCT
GGGCAACTCCAGCCCCCGAACCCAG

Los ejemplos incluyen oligonucleétidos antisentido que son completamente complementarios al exén 11 de LMNA (SEQ
ID NO: 1 0 2), incluidos aquellos que también son complementarios al sitio de empalme criptico del exén 11 de LMNA
subrayado en SEQ ID NO: 1y 2 en la Tabla 1 (por ejemplo, CAGGTGGGC/T). Ciertos oligonucledtidos antisentido pueden
comprender una secuencia de direccionamiento donde la base mas 3' es complementaria a una base en el exén 11 de
LMNAquees 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 bases
corriente abajo del sitio de empalme criptico subrayado en SEQ ID NO:1 o 2 (ver Tabla 1), o que es complementario a
una base en LMNA exén 11 que es 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 , 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 corriente arriba del sitio de empalme criptico. Los oligonucledtidos de este tipo se
encuentran entre los enumerados a continuacion como SEQ ID NO: 4y 11.

Las secuencias de direccionamiento antisentido seleccionadas se pueden acortar, por ejemplo, alrededor de 12 bases, o
mas, por ejemplo, alrededor de 40 bases, e incluyen una pequefia cantidad de desajustes, siempre que la secuencia sea
lo suficientemente complementaria para efectuar el empalme y/u otra forma de inhibicién tras la hibridacién con el objetivo,
y forma con el ARN objetivo, un heteroduplex que tiene una Tm de 45 °C o mayor.

En ciertas realizaciones, el grado de complementariedad entre el objetivo y la secuencia de direccionamiento antisentido
es suficiente para formar un duplex estable. La regién de complementariedad de los oligdmeros antisentido con la
secuencia de ARN objetivo puede ser tan corta como de 8 a 11 bases, pero preferiblemente es de 12 a 15 bases o0 mas,
por ejemplo, 12-20 bases, 12-25 o 15-25 bases, incluidos todos los nimeros enteros y rangos entre estos rangos. Un
oligdmero antisentido de aproximadamente 14-15 bases es generalmente lo suficientemente largo para tener una
secuencia complementaria Unica en el ARNm objetivo. En ciertas realizaciones, se puede requerir una longitud minima
de bases complementarias para lograr la Tm de unién requerida, como se analiza a continuacion.

Se incluyen oligémeros antisentido (PMO) que constan de 25 bases, donde al menos aproximadamente 6, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 bases contiguas y/o no contiguas son complementarias a una
secuencia objetivo descrita en el presente documento, incluidas las secuencias objetivo de SEQ ID NO: 1 y/o 2, o variantes
de los mismos.

En ciertas realizaciones, los oligdmeros antisentido pueden ser 100 % complementarios a la secuencia objetivo de acido
nucleico pre-ARNm de LMNA, o pueden incluir desajustes, por ejemplo, para acomodar variantes, siempre que un
heteroduplex formado entre el oligdmero y la secuencia objetivo sea suficientemente estable. resistir la accion de las
nucleasas celulares y otros modos de degradacion o desplazamiento que puedan ocurrir in vivo. Los esqueletos de
oligdmeros que son menos susceptibles a la escisidn por nucleasas se analizan a continuacién. Los desajustes, si estan
presentes, son menos desestabilizadores hacia las regiones finales del duplex hibrido que hacia el medio. El numero de
desajustes permitidos dependera de la longitud del oligémero, el porcentaje de pares de bases G:C en el duplex y la
posicion de los desajustes en el duplex, de acuerdo con principios bien conocidos de estabilidad de duplex. Aunque dicho
oligdbmero antisentido no es necesariamente 100 % complementario a la secuencia objetivo, es eficaz para unirse de
manera estable y especifica a la secuencia objetivo, de modo que una actividad bioldgica del acido nucleico objetivo, por
ejemplo, se modula la expresién de la(s) proteina(s) de progerina.

La estabilidad del duplex formado entre un oligémero y una secuencia objetivo es funcion de la Tm de unién y de la
susceptibilidad del duplex a la escision enzimatica celular. La Tm de un compuesto antisentido con respecto al ARN de
secuencia complementaria puede medirse por métodos convencionales, como los descritos por Hames et al., Nucleic Acid
Hybridization, IRL Press, 1985, pp. 107-108 o como se describe en Miyada C.G. y Wallace R.B., 1987, Técnicas de
hibridaciéon de oligonucledtidos, Methods Enzy mol. Vol. 154 pp. 94-107. En determinadas realizaciones, el oligémero
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antisentido puede tener una Tm de unién, con respecto a un ARN de secuencia complementaria, superior a la temperatura
corporal y preferiblemente superior a 50 °C. Se prefieren Tm en el rango de 60-80°C o mayores. De acuerdo con principios
bien conocidos, la Tm de un compuesto oligémero, con respecto a un hibrido de ARN de base complementaria, se puede
aumentar aumentando la proporcién de bases apareadas C:G en el duplex y/o aumentando la longitud (en base pares)
del heteroduplex. Al mismo tiempo, con el fin de optimizar la captacion celular, puede ser ventajoso limitar el tamafio del
oligdmero. Por esta razén, los compuestos que muestran una Tm alta (50 °C o mas) en una longitud de 25 bases o menos
generalmente se prefieren a los que requieren mas de 25 bases para valores de Tm altos.

En ciertas realizaciones, como los oligémeros de PMO, la actividad antisentido de un oligdmero se puede mejorar
mediante el uso de una mezcla de enlaces fosforodiamidato catiénicos y sin carga, como se ejemplifica en la Figura 1C.
El nimero total de enlaces catiénicos en el oligémero puede variar de 1 a 10 (incluidos todos los niumeros enteros
intermedios) y estar esparcidos por todo el oligémero. Preferiblemente, el numero de enlaces cargados es de al menos 2
y no mas de la mitad del total de enlaces troncales, por ejemplo, entre 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 enlaces cargados positivamente,
y preferiblemente cada enlace cargado esta separado a lo largo del esqueleto por al menos 1, 2, 3, 4 o 5 enlaces no
cargados. Un enlace catidnico preferido de la invencion incluye el enlace apn B10 como se muestra en la Tabla 3.

En la Tabla 1 a continuaciéon se muestran ejemplos de secuencias antisentido para dirigirse al pre-ARNm de LMNA
humano. Los oligonucledtidos antisentido pueden comprender la totalidad o una parte de estas secuencias de
direccionamiento.

Tabla 2. Secuencias ejemplares de focalizacion de HGPS*

Nombre de PMO [Secuencia de direccionamiento 5' - 3' SEQ ID NO:
Exo011.25.138 CTGAGCCGCTGGCAGATGCCTTGTC 4
Exo011.25.166 GAGGAGATGGGTCCACCCACCTGGG |11

* AcReG indica un transportador peptidico de penetracion celular preferido (Res acilado; SEQ ID NO 45) conjugado con un
enlazador de glicina en el extremo 3' de una secuencia de direccionamiento ejemplar. El 2"T en SEQ ID NO 19y 20 se
refiere a un enlace entre subunidades apn como se describe mas adelante en la Tabla 3, enlace B10.

Compuestos de oligonucleétidos antisentido

Los oligonucleoétidos antisentido para uso en la presente invencién normalmente (a) tienen la capacidad de ser captados
activamente por células de mamifero y (b) una vez captados, forman un duplex con el ARN objetivo con una Tm superior
a aproximadamente 45 °C. En ciertas realizaciones, el esqueleto del oligdémero puede estar sustancialmente descargado
y, preferiblemente, puede reconocerse como un sustrato para el transporte activo o facilitado a través de la membrana
celular. La capacidad del oligdmero para formar un duplex estable con el ARN objetivo también puede relacionarse con
otras caracteristicas de la estructura del oligémero, incluida la longitud y el grado de complementariedad del oligémero
antisentido con respecto al objetivo, la proporcién de G:C a A:T coincidencias de bases y las posiciones de las bases no
coincidentes. La capacidad del oligbmero antisentido para resistir las nucleasas celulares puede promover la
supervivencia y el suministro final del agente al citoplasma celular. Se incluyen oligdmeros antisentido compuestos de
PMO, PMO (PMOplus), PMO-X, quimicas, descritas en este documento.

La estructura del oligdmero emplea subunidades basadas en morfolino que llevan restos de apareamiento de bases,
unidos por enlaces sin carga, como se describe anteriormente. Se prefiere especialmente un oligémero de morfolino unido
a fosforodiamidato (PMO) sustancialmente sin carga. Los oligonucleétidos de morfolino, incluidos los oligémeros
antisentido, se detallan, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. Nums. 5.698.685, 5.217.866, 5.142.047, 5.034.506,
5.166.315, 5.185, 444, 5.521.063 y 5.506.337, y en la solicitud PCT No. US08/088339.

Ciertas propiedades de las subunidades basadas en morfolino incluyen: la capacidad de unirse en una forma oligomérica
mediante enlaces de columna vertebral estables y sin carga; la capacidad de soportar una base de nucledétidos (por
ejemplo, adenina, citosina, guanina o uracilo) de modo que el polimero formado pueda hibridar con un &cido nucleico
objetivo de base complementaria, incluido el ARN objetivo, con Tm alta, incluso con oligémeros tan cortos como 10-14
bases; la capacidad del oligémero para ser transportado activamente a células de mamiferos; y la capacidad del
heteroduplex oligdmero:ARN para resistir la degradacion de la ARNasa.

Las propiedades de las subunidades basadas en morfolino incluyen: 1) la capacidad de unirse en forma oligomérica
mediante enlaces de cadena principal estables, sin carga o con carga positiva; 2) la capacidad de soportar una base de
nucledtidos (por ejemplo, adenina, citosina, guanina, timidina, uracilo e hipoxantina) de modo que el polimero formado
pueda hibridarse con un acido nucleico objetivo de base complementaria, incluido el ARN objetivo, valores de Tm
superiores a unos 45 °C en oligonucledtidos relativamente cortos (por ejemplo, 10-15 bases); 3) la capacidad del
oligonucledtido para ser transportado activa o pasivamente al interior de células de mamifero; y 4) la capacidad del
oligonucleétido antisentido:heteroduplex de ARN para resistir la degradacién de ARNasa y ARNasaH, respectivamente.
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En las Figuras 1A-1C se ilustran oligonucleétidos de morfolino que tienen enlace de columna vertebral que contienen
fosforo. Un oligonucleétido de morfolino enlazado con foésforodiamidato preferido se muestra en la Figura 1C, que se
modifica, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, para contener grupos cargados positivamente en
preferiblemente el 10%-50% de sus enlaces principales. Las estructuras ejemplares de la columna vertebral para los
oligonucleétidos antisentido del tema reivindicado incluyen los tipos de subunidades de morfolino que se muestran en las
Figuras 1A-1C, cada uno unido por un enlace de subunidad que contiene fésforo, sin carga o con carga positiva. La Figura
ID muestra un enlace que contiene fésforo que forma el esqueleto de unidad repetitiva de cinco atomos, donde los anillos
de morfolino estan unidos por un enlace de fosfoamida de 1 atomo. La figura IE muestra un enlace que produce un
esqueleto de unidades repetitivas de 6 atomos. En esta estructura, el atomo Y que une el carbono 5' morfolino al grupo
fésforo puede ser azufre, nitrégeno, carbono o, preferentemente, oxigeno. El resto X pendiente del fésforo puede ser fltor,
un alquilo o alquilo sustituido, un alcoxi o alcoxi sustituido, un tioalcoxi o tioalcoxi sustituido, o nitrégeno no sustituido,
monosustituido o disustituido, incluidas estructuras ciclicas, tales como morfolinas o piperidinas. Alquilo, alcoxi y tioalcoxi
incluyen preferentemente de 1 a 6 atomos de carbono. Los restos Z son azufre u oxigeno y son preferiblemente oxigeno.

Los enlaces mostrados en las Figuras 1F y 1G estan disefiados para redes troncales de 7 atomos de longitud unitaria. En
la Figura IF, el resto X es como en la Figura IE, y el resto Y puede ser metileno, azufre o, preferiblemente, oxigeno. En la
Figura 1G, los restos X e Y son como en la Figura IE. Los oligonucleétidos de morfolino particularmente preferidos incluyen
aquellos compuestos por estructuras de subunidades de morfolino de la forma que se muestra en la Figura IE, donde
X=NHz, N(CH3)2 o 1-piperazina u otro grupo cargado, Y=0 y Z=0.

Como se sefialé anteriormente, el oligonucledtido sustancialmente sin carga puede modificarse, de acuerdo con un
aspecto de la invencion, para incluir enlaces cargados, por ejemplo, hasta alrededor de 1 por cada 2 a 5 enlaces sin carga,
como alrededor de 4 a 5 por cada 10 enlaces sin carga. En determinadas realizaciones, se puede observar una mejora
6ptima en la actividad antisentido cuando aproximadamente el 25 % de los enlaces de la columna vertebral son cationicos.
En ciertas realizaciones, la mejora se puede ver con un pequefio numero, por ejemplo, 10-20% de enlaces catidnicos, o
donde el nimero de enlaces catiénicos esta en el rango de 50-80%, tal como alrededor de 60%. La mejora observada
con las cargas catidénicas agregadas del esqueleto puede, en algunos casos, mejorarse aun mas distribuyendo la mayor
parte de las cargas cerca de los enlaces del esqueleto de la "region central" del oligonucledtido antisentido, por ejemplo,
en un oligonucleédtido de 20 unidades con 8 enlaces catidnicos en el esqueleto, que tiene al menos el 70% de estos
enlaces cargados localizados en los 10 enlaces mas centrales.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido se pueden preparar mediante sintesis en fase solida por etapas,
empleando métodos detallados en las referencias citadas anteriormente y mas adelante con respecto a la sintesis de
oligonucleétidos que tienen una mezcla de enlaces cationicos y sin carga. En algunos casos, puede ser deseable agregar
restos quimicos adicionales al compuesto antisentido, por ejemplo, para mejorar la farmacocinética o para facilitar la
captura o deteccion del compuesto. Dicho resto se puede unir covalentemente, tipicamente a un extremo del oligémero,
de acuerdo con métodos sintéticos estandar. Por ejemplo, la adicion de un resto de polietilenglicol u otro polimero
hidrofilico, por ejemplo, uno que tiene de 10 a 100 subunidades monomeéricas, puede ser Util para mejorar la solubilidad.
Uno o mas grupos cargados, por ejemplo, los grupos aniénicos cargados, como un acido organico, pueden mejorar la
absorcion celular.

Se puede unir un resto reportero, como fluoresceina o un grupo radiomarcado, con fines de deteccion. Alternativamente,
la etiqueta indicadora unida al oligdbmero puede ser un ligando, como un antigeno o biotina, capaz de unirse a un
anticuerpo marcado o estreptavidina. Al seleccionar un resto para unir o modificar un compuesto antisentido, por supuesto,
generalmente es deseable seleccionar compuestos quimicos de grupos que sean biocompatibles y que probablemente
sean tolerados por un sujeto sin efectos secundarios indeseables.

Como se indicé anteriormente, algunos de los compuestos antisentido se pueden construir para que contengan un nimero
seleccionado de enlaces catidnicos intercalados con enlaces sin carga del tipo descrito anteriormente. Los enlaces entre
subunidades, tanto sin carga como catiénicos, son preferiblemente enlaces que contienen fésforo, que tienen la estructura:

dénde

W es Su O,y es preferiblemente O,
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X =NR'R? 0 OR¥,
Y =00NR’,
y cada dicho enlace en el oligdmero se selecciona de:

(a) enlace sin carga (a), donde cada uno de R', R%, R® y R” se selecciona independientemente de hidrogeno y alquilo
inferior;

(b1) enlace catidnico (b1), donde X = NR'R? e Y = O, y NR'R? representa un grupo piperazino opcionalmente sustituido,
tal que R'R? = -CHRCHRN(R?)(R*)CHRCHR-, donde

cada R es independientemente H o CHjs,

R* es H, CH3 o un par de electrones, y

R® se selecciona de H, alquilo inferior, por ejemplo, CHs, C(=NH)NH2, ZL-NHC(=NH)NH2 y [C(O)CHR'NH]mH, donde:

Z es C(O) o un enlace directo, L es un enlazador opcional de hasta 18 atomos de longitud, preferentemente de hasta 12
atomos, y mas preferentemente de hasta 8 atomos de longitud, con enlaces seleccionados entre alquilo, alcoxi y
alquilamino, R' es una cadena lateral de un aminoacido natural o un homdélogo de uno o dos carbonos del mismo, y m es
de 1 a 6, preferiblemente de 1 a 4;

(b2) enlace cationico (b2), donde X = NR'R?y Y = O, R1 = H 0 CH3, y R2 = LNR®R*R®, donde L, R® y R* son como se
definen anteriormente, y R® es H, alquilo inferior o alquilo(alcoxilo) inferior; y

(b3) enlace cationico (b3), donde Y = NR” y X = OR®, y R” = LNR®R*R5, donde L, R3, R* y R5 son como se definen
anteriormente, y R® es H o alquilo inferior;

y al menos uno de dichos enlaces se selecciona de los enlaces catidnicos (b1), (b2) y (b3).

En ciertas realizaciones, un oligémero puede incluir al menos dos enlaces consecutivos de tipo (a) (es decir enlaces sin
carga). En realizaciones adicionales, al menos el 5% de los enlaces en el oligdmero son enlaces catidnicos (es decir tipo
(b1), (b2) o (b3)); por ejemplo, del 10% al 60%, y preferiblemente del 20 al 50%, los enlaces pueden ser enlaces catidnicos.

En una realizacion, al menos un enlace es de tipo (b1), donde, preferiblemente, cada R es H, R* es H, CHs o un par de
electrones, y R® se selecciona de H, alquilo inferior, por ejemplo, CH3, C(=NH)NH2 y C(O)-L-NHC(=NH)NH: Las dos
ultimas realizaciones de R® proporcionan un resto guanidino, ya sea unido directamente al anillo de piperazina o pendiente
de un enlazador grupo L, respectivamente. Para facilitar la sintesis, la variable Z en R3 es preferiblemente C(O) (carbonilo),
como se muestra.

El grupo enlazador L, como se sefialé anteriormente, contiene enlaces en su cadena principal seleccionados de alquilo
(por ejemplo, -CH2-CHz2-), alcoxi (-CO-) y alquilamino (por ejemplo, -CH2-NH-), con la condicién de que los atomos
terminales en L (por ejemplo, los adyacentes al carbonilo o al nitrégeno) son atomos de carbono. Aunque los enlaces
ramificados (por ejemplo, -CH2-CHCHs-), el enlazador preferiblemente no esta ramificado. En una realizacién, el enlazador
es un enlazador de hidrocarburo. Dicho enlazador puede tener la estructura -(CHz)n., donde n es 1-12, preferiblemente 2-
8 y mas preferiblemente 2-6.

Las subunidades de morfolino pueden tener la estructura:

(1)

donde Pi es un resto de apareamiento de bases, y los enlaces descritos arriba conectan el atomo de nitrégeno de (i) con
el carbono 5' de una subunidad adyacente. Los restos de apareamiento de bases Pi pueden ser iguales o diferentes, y
generalmente estan disefiados para proporcionar una secuencia que se une a un acido nucleico objetivo. El uso de
realizaciones de los tipos de enlace (b1), (b2) y (b3) anteriores para unir subunidades de morfolino puede ilustrarse
graficamente como sigue:
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Preferiblemente, todos los enlaces catidnicos en el oligémero son del mismo tipo; es decir todo tipo (b1), todo tipo (b2) o
todo tipo (b3).

En realizaciones adicionales, los enlaces cationicos se seleccionan de enlaces (b1') y (b1") como se muestra a
continuacién, donde (b1") se denomina aqui enlace "Pip" y (b1") se denomina aqui enlace Enlace "GuX":

N A
VAR \Hz
W=P—N N
| \ / Y\/\/\N NH,
- o) H +
(b17)

En las estructuras anteriores, W es S u O, y es preferiblemente O; cada uno de R' y R? se selecciona independientemente
de hidroégeno y alquilo inferior, y es preferiblemente metilo; y A representa hidrégeno o un sustituyente que no interfiere
en uno o mas atomos de carbono en (b1') y (b1"). Preferiblemente, los carbonos del anillo en el anillo de piperazina no
estan sustituidos; sin embargo, pueden incluir sustituyentes que no interfieran, como metilo o fltor. Preferiblemente, como
maximo uno o dos atomos de carbono estan asi sustituidos. En realizaciones adicionales, al menos el 10 % de los enlaces
son del tipo (b1') o (b1"); por ejemplo, del 10 % al 60 % y preferiblemente del 20 % al 50 % de los enlaces pueden ser del

tipo (b1') o (b1").

En ciertas realizaciones, el oligdmero no contiene enlaces del tipo (b1') anterior. Alternativamente, el oligémero no contiene
enlaces de tipo (b1) donde cada R es H, R® es H o CHs y R* es H, CHz o un par de electrones.
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Las subunidades de morfolino también pueden estar unidas por enlaces entre subunidades no basados en fosforo, como
se describe mas adelante, donde al menos un enlace se modifica con un grupo catiénico pendiente como se describe
anteriormente.

Se podrian usar otros enlaces de analogos de oligonucleétidos que no estén cargados en su estado no modificado pero
que también podrian llevar un sustituyente de amina colgante. Por ejemplo, un atomo de nitrégeno 5' en un anillo de
morfolino podria emplearse en un enlace sulfamida o un enlace urea (donde el fésforo se reemplaza con carbono o azufre,
respectivamente) y modificarse de una manera analoga al atomo de nitrégeno 5' en estructura (b3) anterior.

Se proporcionan oligémeros que tienen cualquier nimero de enlaces catidnicos, incluidos los oligdmeros con enlaces
cationicos completos. Preferiblemente, sin embargo, los oligdmeros estan parcialmente cargados, teniendo, por ejemplo,
10%-80%. En realizaciones preferidas, alrededor del 10 % al 60 % y preferiblemente del 20 % al 50 % de los enlaces son
cationicos.

En una realizacion, los enlaces cationicos se intercalan a lo largo del esqueleto. Los oligdmeros parcialmente cargados
contienen preferiblemente al menos dos enlaces no cargados consecutivos; es decir, el oligdbmero preferiblemente no
tiene un patrén estrictamente alterno a lo largo de toda su longitud.

También se consideran oligémeros que tienen bloques de enlaces cationicos y bloques de enlaces sin carga; por ejemplo,
un bloque central de enlaces sin carga puede estar flanqueado por bloques de enlaces catiénicos, o viceversa. En una
realizacion, el oligdmero tiene regiones 5', 3' y centrales de aproximadamente la misma longitud, y el porcentaje de enlaces
catidnicos en la region central es mayor que aproximadamente el 50%, preferiblemente mayor que aproximadamente el
70%.

Los oligbmeros para uso en aplicaciones antisentido generalmente varian en longitud desde alrededor de 10 a alrededor
de 40 subunidades, mas preferiblemente alrededor de 10 a 30 subunidades, y tipicamente 15-25 bases. Por ejemplo, un
oligdbmero para usar en la invencion que tiene 25 subunidades, una longitud util para un compuesto antisentido, idealmente
puede tener de dos a diez, por ejemplo, cuatro a ocho, enlaces catiénicos, y el resto enlaces sin carga. Un oligdbmero que
tiene 14-15 subunidades idealmente puede tener de dos a siete, por gjemplo, 3,4 6 5, enlaces cationicos y el resto enlaces
sin carga.

Cada estructura de anillo de morfolino soporta un resto de apareamiento de bases, para formar una secuencia de restos
de apareamiento de bases que normalmente se disefia para hibridarse con un objetivo antisentido seleccionado en una
célula o en un sujeto que se esta tratando. El resto de emparejamiento de bases puede ser una purina o pirimidina que
se encuentra en el ADN o ARN nativo (por ejemplo, A, G, C, T o U) o un analogo, como hipoxantina (el componente base
del nucleésido inosina) o 5-metil citosina.

Como se indico anteriormente, ciertas realizaciones estan dirigidas a oligdmeros que comprenden nuevos enlaces entre
subunidades, incluidos los oligémeros PMO-X y aquellos que tienen grupos terminales modificados. En algunas
realizaciones, estos oligdmeros tienen una mayor afinidad por el ADN y el ARN que los oligdmeros no modificados
correspondientes y demuestran propiedades mejoradas de suministro celular, potencia y/o distribucidn tisular en
comparacion con los oligdbmeros que tienen otros enlaces entre subunidades. En una realizacion, los oligémeros
comprenden al menos un enlace entre subunidades de tipo (B) como se define aqui. Los oligdmeros también pueden
comprender uno 0 mas enlaces entre subunidades de tipo (A) como se define en este documento. Las caracteristicas y
propiedades estructurales de los diversos tipos de enlaces y oligdmeros se describen con mas detalle en la siguiente
discusion. La sintesis de estos y oligémeros relacionados se describe en la Solicitud en copropiedad US Num. 13/118.298.

Enlace (A)

Los solicitantes han descubierto que la mejora de la actividad antisentido, la biodistribuciéon y/u otras propiedades
deseables pueden optimizarse preparando oligdbmeros que tengan varios enlaces entre subunidades. Por ejemplo, los
oligdmeros pueden comprender opcionalmente uno o mas enlaces entre subunidades de tipo (A) y, en ciertas
realizaciones, los oligémeros comprenden al menos un enlace de tipo (A). En algunas otras realizaciones cada enlace de
tipo (A) tiene la misma estructura. Los enlaces de tipo (A) pueden incluir enlaces descritos en la patente de EE. UU. en
copropiedad numero 7.943.762. El enlace (A) tiene la siguiente estructura (1), donde 3'y &' indican el punto de unién a los
extremos 3'y 5', respectivamente, del anillo de morfolino (es decir, la estructura (i) discutida a continuacion):
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o0 una de sus sales o isébmeros, en donde:

W es, cada vez que aparece, independientemente S u O;
X es, cada vez que aparece, independientemente -N(CHzs)z2, -NR'R?, -OR3 o;

y

Y es, cada vez que aparece, independientemente O o -NR?,

R' es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o metilo;

R? es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o -LNR*R5R7;

R3 es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o alquilo C1-Cs;

R* es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, alquilo C1-Cs, -C(=NH)NHz2, -Z-L-NHC(=NH)NH2 o -
[C(=O)CHR'NH]mH, donde Z es -C(=0)- o un enlace directo, R' es una cadena lateral de un aminoacido natural o un
homologo de uno o dos carbonos del mismo, y m es de 1 a 6;

R?® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones;

RS es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o metilo;

R” es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno alquilo C1-Cs 0 alcoxialquilo C1-Cs; y

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

En algunos ejemplos, el oligdmero comprende al menos un enlace de tipo (A). En algunas otras realizaciones, el oligdmero
incluye al menos dos enlaces consecutivos de tipo (A). En realizaciones adicionales, al menos el 5 % de los enlaces en
el oligdbmero son del tipo (A); por ejemplo, en algunas realizaciones, del 5 % al 95 %, del 10 % al 90 %, del 10 % al 50 %
o del 10 % al 35 % de los enlaces pueden ser del tipo de enlace (A). En algunas realizaciones especificas, al menos un
enlace de tipo (A) es -N(CHs)2. En otras realizaciones, cada enlace de tipo (A) es -N(CHs)2. En otras realizaciones, al
menos un enlace de tipo (A) es piperizin-1-ilo, por ejemplo, piperazin-1-ilo no sustituido (por ejemplo, A2 o A3). En otras
realizaciones, cada enlace de tipo (A) es piperazin-1-ilo, por ejemplo, piperazin-1-ilo no sustituido.

En algunas realizaciones, W es, cada vez que aparece, independientemente S u O, y en ciertas realizaciones W es O.

En algunas realizaciones, X es, cada vez que aparece, independientemente -N(CHs)2, -NR'R2, -OR3. En algunas
realizaciones X es -N(CHz)2. En otros aspectos X es -NR'R?, y en otros ejemplos X es -OR3.

En algunas realizaciones, R es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o metilo. En algunas realizaciones,
R es hidrégeno. En otras realizaciones, X es metilo.

En algunas realizaciones, R? es, cada vez que aparece, hidrogeno. En otras realizaciones, R? es, cada vez que aparece,
-LNR*R®R’. En algunas realizaciones, R® es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o alquilo C1-Cs. En
otras realizaciones, R® es metilo. En alin otras realizaciones, R3 es etilo. En algunas otras realizaciones, R® es n-propilo
o isopropilo. En algunas otras realizaciones, R® es alquilo C4. En otras realizaciones, R® es alquilo Cs. En algunas
realizaciones, R® es alquilo Ce.

En ciertas realizaciones, R* es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno. En otras realizaciones, R* es
metilo o etilo. En aun otras realizaciones, R* es -C(=NH)NH2, y en otras realizaciones, R* es -Z-L-NHC(=NH)NH:. En aun
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otras realizaciones, R* es -[C(=0)CHR'NH]wH. Z es -C(=0)- en una realizacion y Z es un enlace directo en otra realizacion.
R' es una cadena lateral de un aminoacido natural. En algunas realizaciones, R' es un homélogo de uno o dos carbonos
de una cadena lateral de un aminoacido natural.

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

En algunas realizaciones, R es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, metilo o un par de electrones. En
algunas realizaciones, R® es hidrogeno. En otras realizaciones, R% es metilo. En aun otras realizaciones, R® es un par de
electrones.

En algunas realizaciones, R es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o metilo. En algunas realizaciones,
RS es hidrégeno. En otras realizaciones, R® es metilo.

En otras realizaciones, R’ es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno alquilo C1-Cs 0 alcoxialquilo C2-Ce.
En algunas realizaciones, R es hidrogeno. En otras realizaciones, R” es alquilo C1-Ce. En aun otras realizaciones, R” es
alcoxialquilo C2-Cs. En algunas realizaciones, R’ es metilo. En otras realizaciones, R7 es etilo. En aun otras realizaciones,
R” es n-propilo o isopropilo. En algunas otras realizaciones, R es alquilo C4. En algunas realizaciones, R’ es alquilo Cs.
En algunas realizaciones, R? es alquilo Cs. En aun otras realizaciones, R” es alcoxialquilo C2. En algunas otras
realizaciones, R’ es alcoxialquilo C3. En aun otras realizaciones, R’ es alcoxialquilo C4. En algunas realizaciones, R es
alcoxialquilo Cs. En otras realizaciones, R” es alcoxialquilo Ce.

El grupo conector L, como se indicé anteriormente, contiene enlaces en su cadena principal seleccionados de alquilo (por
ejemplo, -CH2-CH2-), alcoxi (por ejemplo, -C-O-C-) y alquilamino (por ejemplo, -CH2-NH-), con la condicién de que los
atomos terminales en L (por ejemplo, los adyacentes al carbonilo o al nitrdgeno) son atomos de carbono. Aunque los
enlaces ramificados (por ejemplo, -CH2-CHCHs-) son posibles, el enlazador generalmente no esta ramificado. En una
realizacion, el enlazador es un enlazador de hidrocarburo. Dicho enlazador puede tener la estructura (CH2)n-, donde n es
1-12, preferiblemente 2-8 y mas preferiblemente 2-6.

Se proporcionan oligémeros que tienen cualquier tipo de enlace (A). En algunas realizaciones, el oligdmero no contiene
enlaces de tipo (A). En ciertas realizaciones, el 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o0 90 por ciento de los enlaces son enlaces
(A). En realizaciones seleccionadas, del 10 al 80, del 20 al 80, del 20 al 60, del 20 al 50, del 20 al 40 o del 20 al 35 por
ciento de los enlaces son enlaces (A).

Enlace (B)

En algunas realizaciones, los oligémeros comprenden al menos un enlace de tipo (B). Por ejemplo, los oligdmeros pueden
comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas enlaces de tipo (B). Los enlaces de tipo (B) pueden ser adyacentes o pueden estar
esparcidos por todo el oligémero. El tipo de enlace (B) tiene la siguiente estructura (1):

W

|
XY,
Y.

I

YVVVV

I
5l

ey
o0 una de sus sales o isémeros, en donde:

W es, cada vez que aparece, independientemente S u O;

X es, cada vez que aparece, independientemente -NR8R? 0 -OR3; y

Y es, cada vez que aparece, independientemente O o -NR',

R3 es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o alquilo C1-Ce;

R® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o alquilo C2-C1z;

R es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, alquilo C1-C12, aralquilo C1-C12 o arilo;

R0 es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, alquilo C1-C12 0 -LNR*R5R7;

donde R8 y R? pueden unirse para formar un heterociclo mono o biciclico de 5-18 miembros o R8, R® o R?® pueden unirse
con

R0 para formar un heterociclo de 5-7 miembros, y donde cuando X es 4-piparazino, X tiene la siguiente estructura (I1l):
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R2
AT
rT \_‘J
s
(10
donde:

R™ es, cada vez que aparece, independientemente alquilo C2-C12, aminoalquilo C1-C12, alquilcarbonilo C1-C12, arilo,
heteroarilo o heterociclilo;

R es, cada vez que aparece, independientemente un par de electrones, hidrégeno o alquilo C1-C12; y

R'2 es, cada vez que aparece, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-C12, aminoalquilo C1-C12, -NHz, -NR3R 4,
-NR"R'™R'5, C4-C12 alquilcarbonilo, oxo, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo, amidinilalquilcarbonilo
guanidinilo, guanidinilalquilo, guanidinilalquilcarbonilo, colato, desoxicolato, arilo, heteroarilo, heterociclo, -SR' o alcoxi
C+-C12, donde R'3, Ry R'® son, cada vez que aparecen, independientemente alquilo C1-C12.

En algunos ejemplos, el oligdmero comprende un enlace de tipo (B). En algunas otras realizaciones, el oligémero
comprende dos enlaces de tipo (B). En algunas otras realizaciones, el oligdmero comprende tres enlaces de tipo (B). En
algunas otras realizaciones, el oligdémero comprende cuatro enlaces de tipo (B). En aun otras realizaciones, los enlaces
de tipo (B) son consecutivos (es decir, los enlaces de tipo (B) son adyacentes entre si). En realizaciones adicionales, al
menos el 5 % de los enlaces en el oligdmero son de tipo (B); por ejemplo, en algunas realizaciones, del 5 % al 95 %, del
10 % al 90 %, del 10 % al 50 % o del 10 % al 35 % de los enlaces pueden ser del tipo de enlace (B).

En otras realizaciones, R® es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno o alquilo C1-Ce. En aln otras
realizaciones, R® puede ser metilo. En algunas realizaciones, R® puede ser etilo. En algunas otras realizaciones, R3 puede
ser n-propilo o isopropilo. En auln otras realizaciones, R® puede ser alquilo Cs. En algunas realizaciones, R3 puede ser
alquilo Cs. En algunas realizaciones, R® puede ser alquilo Ce.

En algunas realizaciones, R® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno o alquilo C2-C12. En algunas
realizaciones, R® es hidrogeno. En aun otras realizaciones, R® es etilo. En algunas otras realizaciones, R® es n-propilo o
isopropilo. En algunas realizaciones, R® es alquilo C4. En aln otras realizaciones, R® es alquilo Cs. En otras realizaciones,
R® es alquilo Cs. En algunas realizaciones, R® es alquilo C7. En aun otras realizaciones, R® es alquilo Cs. En otras
realizaciones, R® es alquilo Co. En aln otras realizaciones, R® es alquilo C1o. En algunas otras realizaciones, R® es alquilo
C11. En aun otras realizaciones, R® es alquilo C12. En algunas otras realizaciones, R8 es alquilo C2-C12 y el alquilo C2-C12
incluye uno o mas enlaces dobles (por ejemplo, alqueno), enlaces triples (por ejemplo, alquino) o ambos. En algunas
realizaciones, R® es alquilo C2-C12 no sustituido.

En algunas realizaciones, R® es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, alquilo C1-C12, aralquilo C1-C12 0
arilo. En algunas realizaciones, R° es hidrogeno. En aln otras realizaciones, R? es alquilo C1-C12. En otras realizaciones,
R® es metilo. En aun otras realizaciones, R® es etilo. En algunas otras realizaciones, R® es n-propilo o isopropilo. En
algunas realizaciones, R® es alquilo Cs. En algunas realizaciones, R® es alquilo Cs. En aun otras realizaciones, R® es
alquilo Ce. En algunas otras realizaciones, R® es alquilo C7. En algunas realizaciones, R® es alquilo Cs. En algunas
realizaciones, R® es alquilo Ce. En algunas otras realizaciones, R® es alquilo C1o. En algunas otras realizaciones, R® es
alquilo C11. En aln otras realizaciones, R° es alquilo C1z.

En algunas otras realizaciones, R® es aralquilo C1-C12. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R® es bencilo y el bencilo
puede estar opcionalmente sustituido en el anillo de fenilo o en el carbono bencilico. Los sustituyentes a este respecto
incluyen grupos alquilo y alcoxi, por ejemplo, metilo o metoxi. En algunas realizaciones, el grupo bencilo esta sustituido
con metilo en el carbono bencilico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R? tiene la siguiente estructura (XIV):

CH;

R16\ § :95\
S
R16

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

[/’\D
O
O
R1E

= o
[x A k,o\/f K

R'IE 0

(XV) (XVI)

En algunas realizaciones, R'? es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, alquilo C1-C12 0 -LNR*R®R7,
donde R*, R5 y R7 son como se definen anteriormente con respecto al enlace (A). En otras realizaciones, R'° es hidrogeno.
En otras realizaciones, R'® es alquilo C1-C12 y en otras realizaciones R'° es -LNR*R®R’. En algunas realizaciones, R0 es
metilo. En aun otras realizaciones, R es etilo. En algunas realizaciones, R'? es alquilo Cs. En algunas realizaciones, R'°
es alquilo C4. En aln otras realizaciones, R' es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R'* es alquilo Cs. En otras
realizaciones, R'? es alquilo C7. En aln otras realizaciones, R'° es alquilo Cs. En algunas realizaciones, R'® es alquilo Ce.
En otras realizaciones, R es alquilo C1o. En alin otras realizaciones, R es alquilo C11. En algunas otras realizaciones,
R0 es alquilo C1a.

En algunas realizaciones, R® y R® se unen para formar un heterociclo mono o biciclico de 5-18 miembros. En algunas
realizaciones, el heterociclo es un heterociclo monociclico de 5 6 6 miembros. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
enlace (B) tiene la siguiente estructura (IV):

W

I
—P<
Z N Y/ :'f\ 3

)

T
5
Iv)

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

R12 R12 R12
R /7] | | RE
\:N/__\N—g— R'2 _\N—— O/__\N—g— E\/\N_g_
RN\ |/ —/ |/ ./
R12 : R12 : R12 : R12 :
(IIT) (V) (V) (VII)
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R12
‘ R12
VAR
‘_/
R12
(VIII)

En algunas realizaciones, R'" es, cada vez que aparece, independientemente alquilo C2-C12, aminoalquilo C1-C12, arilo,
heteroarilo o heterociclilo.

En algunas realizaciones, R'" es alquilo C2-C12. En algunas realizaciones, R'' es etilo. En otras realizaciones, R'" es
alquilo Ca. En aln otras realizaciones, R'" es isopropilo. En algunas otras realizaciones, R'' es alquilo Cs. En otras
realizaciones, R'! es alquilo Cs. En algunas realizaciones, R'! es alquilo Cs. En otras realizaciones, R'! es alquilo C7. En
algunas realizaciones, R es alquilo Cs. En otras realizaciones, R'! es alquilo Cg. En aun otras realizaciones, R"" es alquilo
C1o. En algunas otras realizaciones, R'! es alquilo C+1. En algunas realizaciones, R'! es alquilo C12.

En otras realizaciones, R'" es aminoalquilo C1-C12. En algunas realizaciones, R'" es metilamino. En algunas realizaciones,
R" es etilamino. En otras realizaciones, R'" es aminoalquilo C3. En aln otras realizaciones, R'" es aminoalquilo C4. En
algunas otras realizaciones, R'" es aminoalquilo Cs. En otras realizaciones, R es aminoalquilo Cs. En aun otras
realizaciones, R'! es aminoalquilo C7. En algunas realizaciones, R'' es aminoalquilo Cs. En otras realizaciones, R'" es
aminoalquilo Co. En alin otras realizaciones, R'! es aminoalquilo C10. En algunas otras realizaciones, R'! es aminoalquilo
C11. En otras realizaciones, R'" es aminoalquilo C12.

En otras realizaciones, R'" es alquilcarbonilo C1-C12. En aln otras realizaciones, R'" es alquilcarbonilo C1. En otras
realizaciones, R'! es alquilcarbonilo Co. En algunas realizaciones, R es alquilcarbonilo Cs. En aun otras realizaciones,
R" es alquilcarbonilo Cs. En algunas realizaciones, R'" es alquilcarbonilo Cs. En algunas otras realizaciones, R'" es
alquilcarbonilo Ce. En otras realizaciones, R'" es alquilcarbonilo C7. En aun otras realizaciones, R' es alquilcarbonilo Cs.
En algunas realizaciones, R'" es alquilcarbonilo Ce. En aln otras realizaciones, R'" es alquilcarbonilo C1o. En algunas
otras realizaciones, R'' es alquilcarbonilo C11. En algunas realizaciones, R'" es alquilcarbonilo C12. En ain otras
realizaciones, R'"" es -C(=0)(CH2),COzH, donde n es 1 a 6. Por ejemplo, en algunas realizaciones, n es 1. En otras
realizaciones, n es 2. En aun otras realizaciones, n es 3. En algunas otras realizaciones, n es 4. En aun otras realizaciones,
n es 5. En otras realizaciones, n es 6.

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

En otras realizaciones, R'! es heteroarilo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R'! es piridinilo. En otras realizaciones,
R™ es pirimidinilo.

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

En algunas realizaciones, R es etilo, isopropilo, piperidinilo, pirimidinilo, colato, desoxicolato o -C(=0)(CH2)nCO2H, donde
nes1abé.

En algunas realizaciones, R es un par de electrones. En otras realizaciones, R es hidrégeno y en otras realizaciones, R
es alquilo C1-C12. En algunas realizaciones, R es metilo. En algunas realizaciones, R es etilo. En otras realizaciones, R es
Cs alquilo. En aun otras realizaciones, R es isopropilo. En algunas otras realizaciones, R es alquilo C4. En aun otras
realizaciones, R es alquilo Cs. En algunas realizaciones, R es alquilo Ce. En ofras realizaciones, R es alquilo C7. En aun
otras realizaciones, R es alquilo Cs. En otras realizaciones, R es alquilo Ce. En algunas realizaciones, R es alquilo C1o. En
aun otras realizaciones, R es C11alquilo. En algunas realizaciones, R es alquilo C12.

En algunas realizaciones, R'? es, cada vez que aparece, independientemente, hidrégeno, alquilo C1-C12, aminoalquilo C+-
C12, -NH2, -NR"™¥R", -NR'"R™R', oxo, -CN, trifluorometilo, amidilo, amidinilo, amidinilalquilo, amidinilalquilcarbonilo,
guanidinilo, guanidinilalquilo, guanidinilalquilcarbonilo, colato, desoxicolato, arilo, heteroarilo, heterociclo, -SR' o alcoxi
C+-C12, donde R'3, Ry R'® son, cada vez que aparecen, independientemente alquilo C1-C12

En algunas realizaciones, R'? es hidrogeno. En algunas realizaciones, R'? es alquilo C1-C12. En algunas realizaciones,

R'2 es aminoalquilo C1-C12. En algunas realizaciones, R'? es -NH.. En algunas realizaciones, R'? es -NR'R"4. En algunas
realizaciones, R'?2 es -NR'3R"R'5. En algunas realizaciones, R'? es alquilcarbonilo C1-C12. En algunas realizaciones, R'?
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es oxo. En algunas realizaciones, R'? es -CN. En algunas realizaciones, R'? es trifluorometilo. En algunas realizaciones,
R es amidilo. En algunas realizaciones, R'?2 es amidinilo. En algunas realizaciones, R'? es amidinilalquilo. En algunas
realizaciones, R'? es amidinilalquilcarbonilo. En algunas realizaciones, R'?> es guanidinilo, por ejemplo,
monometilguanidinilo o dimetilguanidinilo. En algunas realizaciones, R'? es guanidinilalquilo. En algunas realizaciones,
R'2 es amidinilalquilcarbonilo. En algunas realizaciones, R'2 es colato. En algunas realizaciones, R'? es desoxicolato. En
algunas realizaciones, R'? es arilo. En algunas realizaciones, R'2 es heteroarilo. En algunas realizaciones, R'? es
heterociclo. En algunas realizaciones, R'? es -SR'3. En algunas realizaciones, R'? es alcoxi Ci-C12. En algunas
realizaciones, R'2 es dimetildmina.

En otras realizaciones, R'? es metilo. En aun otras realizaciones, R'? es etilo. En algunas realizaciones, R'? es C3 alquilo
En algunas realizaciones, R'? es isopropilo. En algunas realizaciones, R'? es alquilo Cs. En otras realizaciones, R'? es
alquilo Cs. En aln otras realizaciones, R'? es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R'? es alquilo C7. En algunas
realizaciones, R'? es alquilo Cs. En auin otras realizaciones, R'? es alquilo Ce. En algunas realizaciones, R'? es alquilo C1o.
En aun otras realizaciones, R'? es alquilo C11. En otras realizaciones, R'? es alquilo C12. En aln otras realizaciones, el
resto alquilo se sustituye con uno o mas atomos de oxigeno para formar un resto éter, por ejemplo, un resto metoximetilo.

En algunas realizaciones, R'? es metilamino. En otras realizaciones, R'? es etilamino. En aun otras realizaciones, R'? es
aminoalquilo Cs. En algunas realizaciones, R'? es aminoalquilo C4. En aun otras realizaciones, R'? es aminoalquilo Cs. En
algunas otras realizaciones, R'?> es aminoalquilo Cs. En algunas realizaciones, R'?> es aminoalquilo C7. En algunas
realizaciones, R'? es aminoalquilo Cs. En aun otras realizaciones, R'2 es aminoalquilo Ce. En algunas otras realizaciones,
R'2 es aminoalquilo C1o. En aln otras realizaciones, R'? es aminoalquilo C11. En otras realizaciones, R'2 es aminoalquilo
C12. En algunas realizaciones, el aminoalquilo es un dimetilaminoalquilo.

En aun otras realizaciones, R'? es acetilo. En algunas otras realizaciones, R'? es alquilcarbonilo Co. En algunas
realizaciones, R'? es alquilcarbonilo Cs. En aln otras realizaciones, R'2 es alquilcarbonilo C4. En algunas realizaciones,
R™2 es alquilcarbonilo Cs. En aun otras realizaciones, R'? es alquilcarbonilo Cs. En algunas otras realizaciones, R'? es
alquilcarbonilo C7. En algunas realizaciones, R'? es alquilcarbonilo Cs. En aln otras realizaciones, R'? es alquilcarbonilo
Co. En algunas otras realizaciones, R'? es alquilcarbonilo C10. En algunas realizaciones, R'? es alquilcarbonilo C11. En
otras realizaciones, R'? es C12 alquilcarbonilo. El alquilcarbonilo se sustituye con un resto carboxi, por ejemplo, el
alquilcarbonilo se sustituye para formar un resto de &cido succinico (es decir, un 3-carboxialquilcarbonilo). En otras
realizaciones, el alquilcarbonilo esta sustituido con un grupo -SH terminal.

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

R16
R /— @)
13
R16/\:‘— HN—%—
R16
(IX)

donde R'® es, cada vez que aparece, independientemente hidrégeno, alquilo C1-C2, alcoxi C1-C2, -CN, arilo o heteroarilo.

En algunas realizaciones, R'? es metoxi. En otras realizaciones, R'? es etoxi. En aun otras realizaciones, R'2 es alcoxi Cs.
En algunas realizaciones, R'2 es alcoxi C4. En algunas realizaciones, R'? es alcoxi Cs. En algunas otras realizaciones, R'2
es alcoxi Cs. En otras realizaciones, R' es alcoxi C7. En algunas otras realizaciones, R'? es alcoxi Cs. En algunas
realizaciones, R'? es alcoxi Co. En otras realizaciones, R'? es alcoxi C1o. En algunas realizaciones, R'? es alcoxi C11. En
aun otras realizaciones, R'2 es alcoxi C12.

En ciertas realizaciones, R'? es pirrolidinilo, por ejemplo, pirrolidin-1-ilo. En otras realizaciones, R'2 es piperidinilo, por
ejemplo, piperidin-1-ilo o piperidin-4-ilo. En otra realizacién, R'?> es morfolino, por ejemplo, morfolin-4-ilo. En otras
realizaciones, R'? es fenilo, e incluso en realizaciones adicionales, el fenilo esta sustituido, por ejemplo, con un grupo
nitro. En adn otras realizaciones, R'? es pirimidinilo, por ejemplo, pirimidin-2-ilo.

En otras realizaciones, R'3, R y R' son, cada vez que aparecen, independientemente alquilo C1-C2. En algunas
realizaciones, R'3, R o R'® es metilo. En aun otras realizaciones, R'3, R' o R'5 es etilo. En otras realizaciones, R'3, R4
o R'® es alquilo Cs. En aun otras realizaciones, R'3, R' o RS es isopropilo. En otras realizaciones, R'3, R' o RS es alquilo
Cs. En algunas realizaciones, R'3, R' o R'® es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R'3, R' o RS es alquilo Cs. En
otras realizaciones, R', R o R' es alquilo C7. En aln otras realizaciones, R', R o RS es alquilo Cs. En otras
realizaciones, R'3, R" o RS es alquilo Ce. En algunas realizaciones, R'3, R o R es alquilo C1o. En algunas realizaciones,

28



10

15

20

25

30

35

ES 2935606 T3

R, R o0 R' es alquilo C11. En aln otras realizaciones, R'3, R' o RS es alquilo C12.

Como se indico anteriormente, en algunas realizaciones, R'? es amidilo sustituido con un resto arilo. En este sentido, cada
ocurrencia de R'® puede ser igual o diferente. En algunas de estas realizaciones, R es hidrégeno. En otras realizaciones,
R'6 es -CN. En otras realizaciones, R'® es heteroarilo, por ejemplo, tretrazolilo. En ciertas otras realizaciones, R'® es
metoxi. En otras realizaciones, R'® es arilo y el arilo esta opcionalmente sustituido. Los sustitutos opcionales a este
respecto incluyen: alquilo C1-Cz, alcoxi C1-C2, por ejemplo, metoxi; trifluorometoxi; halo, por ejemplo cloro; y trifluorometilo.

En otras realizaciones, R'® es metilo. En aun otras realizaciones, R'6 es etilo. En algunas realizaciones, R'® es alquilo Cs.
En algunas otras realizaciones, R'® es isopropilo. En aun otras realizaciones, R'® es alquilo Cs. En otras realizaciones,
R'6 es alquilo Cs. En alin otras realizaciones, R'® es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R'® es alquilo C7. En
algunas realizaciones, R'® es alquilo Cs. En aln otras realizaciones, R'® es alquilo Ce. En algunas otras realizaciones, R'®
es alquilo C1o. En otras realizaciones, R'® es alquilo C11. En algunas otras realizaciones, R'® es alquilo C12.

En algunas realizaciones, R'® es metoxi. En algunas realizaciones, R'® es etoxi. En aun otras realizaciones, R'® es alcoxi
Cs. En algunas otras realizaciones, R' es alcoxi C4. En otras realizaciones, R'® es alcoxi Cs. En algunas otras
realizaciones, R'® es alcoxi Cs. En aun otras realizaciones, R'® es alcoxi Cz. En algunas otras realizaciones, R'® es alcoxi
Cs. En aun otras realizaciones, R'® es alcoxi Cg. En algunas otras realizaciones, R'® es alcoxi Ci0. En algunas
realizaciones, R'® es alcoxi C11. En algunas otras realizaciones, R'® es alcoxi C12.

En algunas otras realizaciones, R® y R® se unen para formar un éter corona de 12 a 18 miembros. Por ejemplo, en algunas

realizaciones, el éter corona tiene 18 miembros, y en otras realizaciones el éter corona tiene 15 miembros. En ciertas
realizaciones, R® y R® se unen para formar un heterociclo que tiene una de las siguientes estructuras (X) o (XI):

o—/_c
ot \_\“‘i'

DK/G/—/ “ \_\D Ve

(X) (XI)

_i_

En algunas realizaciones, R8, R? o R® se unen con R'0 para formar un heterociclo de 5 a 7 miembros. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, R® se une a R'® para formar un heterociclo de 5 a 7 miembros. En algunas realizaciones, el
heterociclo tiene 5 miembros. En otras realizaciones, el heterociclo tiene 6 miembros. En otras realizaciones, el heterociclo
es de 7 miembros. En algunas realizaciones, el heterociclo esta representado por la siguiente estructura (XII):

R12

)
R1 2 |
5
(XII)

donde Z' representa un heterociclo de 5-7 miembros. En ciertas realizaciones de la estructura (XI), R'2 es hidrégeno cada
vez que aparece. Por ejemplo, el enlace (B) puede tener una de las siguientes estructuras (B1), (B2) o (B3):
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En ciertas otras realizaciones, R'2 es alquilcarbonilo C1-C2 o amidilo que esta ademas sustituido con un resto aril-fosforilo,
por ejemplo, un resto trifenilfosforilo. Los ejemplos de enlaces que tienen esta estructura incluyen B56 y B55.

En cierta realizacion, el enlace (B) no tiene ninguna de las estructuras A1-A5. La Tabla 3 muestra enlaces representativos
de tipo (A) y (B).

Tabla 3. Enlaces representativos entre subunidades

No. Nombre Estructura
i

NP

A1 PMO / ~ 3"

/| o

N

|

5l

representada)

A2 PMO* (forma no protonada / ~ 3
HN\J 0

5'
I
P<
A3 PMO* (+) //\ N7 0
BN J o
|
5'
O

P
A4 [PMomePP (m+) //\ N~ }’i N
o
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No. Nombre Estructura
*NH,
O
H>N ”
A5 [PMOSUX N //\N/P}g
[ &> 3
N \J O\ 3
© ™
5l
o) 3
\\P%
B1 PMO®?
U/\l:rﬁ\ 5'
o) 3
\\P%
B2 PMOQ¢ps
o” \N/\f'i 5
(@] /3
\\P/
B3 PMOcP
/4/ o}
o H P [
B4 PMOShe N N—P~
) N o/ Y
0 z
Nt e
SH |
5l
i
P
B5 PMQmorfolino (m) //\N/ ;_«i .
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No. Nombre Estructura
/ o
O O |
PMOY (t) P
B6 NT 3 3
AN N 0
O H \
|
o 5
AN
i
\N/p\
B7 PMObex (h) /U [ 33
o)
57N
|
5'
i
\N/ -
B8 PMQdodec [ 3 o
)
11
|
5'
o)
ARy
B [PMOdnex N") }{ N
o
A
|
5'
(@)
Ll
B10  [PMO™" (a) N//}{g
H,N O\
|
5'
o)
y,
B11  |PMO" (p) N//\\3.
{ N O\
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No. Nombre Estructura
O
ﬂ,
o PO (sal ey /C/N// E 3
N O
O ;
5l
@]
'y
PMOQrba N—P~
[ &> 3
B13 / O\ 3
|
5l
o0
'y
PMQsba N—P~
[ &> 3
B14 / O\ 3
|
5l
O
|F[
N— hos
B15 P\ Qdimetilapn \N ()/\ 3
|
5l
O
I
B16  |PMOetP //\N//P\\ .
|
5l
O
BT
B17  [PMQ¥ri N//;j\ y
O
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No. Nombre Estructura
@]
|FL
B18  [PMOPraNe / N7 3N
N* O
Cr \
|
5'
@]
NC O ||
P
B19  |PMO® /C/N/\\3.
N
H >
|
5'
I
B20  [PMO™ P
47
|
5'
— Q
N
B21  |PMOM / 3
™
|
5'
O O
B22  |PMO® /y,
NI
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No. Nombre Estructura
0
ﬂ,
B23  |[PMOPP N//}{ .
I
5l
\O 5 ﬁ
B24 PMQedmb P
N="; N
o \ O/ 3
AN N ~
|
5l
FsC
AN 0
© O [
—P
B25 PMOt® /C/N /;{3.
N o]
: N
|
5l
Cl
FsC o ﬁ
B26 PMQsth
NN
A »
|
5l
F,c—©
0
B27 PMOPt 2 I
N
[ &> 3
N/C/ o
A 2
|
5l
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B31

No. Nombre Estructura
Cl
PMOg® cl O o ﬁ
B28
N/P:;‘
AU
H N
|
5l
\O
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O
B29 o) O o) ”
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No. Nombre Estructura
o)
° ';
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H
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|
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e
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No. Nombre Estructura
o)
o~ N9
PMOSee N_Fi\\
B37 / 3
g I
\_\ g |
J_ 5
o)
(@)
\F|>
B38  [PMO® N//}’J\ 3
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I
N
B39 PMQ¢P NC O\
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B41  |PMOP T
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No. Nombre Estructura
0
!F[
B42  [PMOdmen //\ N7
NS o7
N I L.
N |
/ 5
O
IFl
B43  [PMONPeP //\ N7 }f\ '
®/ NS o7
|
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O
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|
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© T
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No. Nombre Estructura
N
7 N
N\
\
HN
PMOtet (@]
B47 //\ I|:|’
N~ }3
N [ 3
\J O\
© |
5l

B48  |PMOte (sH)

O
SH ||

(@)
/O
i

B49 PMQpros N //P:)j\ '
3

™

|

5'

O
: o)

B50 PMQprer

B51

PMOtme
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No. Nombre Estructura

ca ;
B52  |PMO ca—N \/] o\

I
P
[’«I\N‘-" "
B53  [PMOde ~N d‘ "‘Si 3
dCA s

dCA = Colato

NH ||

N/P\
B54 PMOQguan (g) H,N Jr 3

N ™~

B55 PMO*s )

)
o)
B56  [PMOzpnfos |
R —P<
NI
N O

En las secuencias y la discusidon que sigue, a menudo se usan los nombres anteriores para los enlaces. Por ejemplo, una
base que comprende un enlace PMO?%" se ilustra como 2""B, donde B es una base. Otros enlaces se designan de manera
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similar. Ademas, se pueden usar designaciones abreviadas, por ejemplo, se pueden usar las designaciones abreviadas
entre paréntesis anteriores (por ejemplo, 2B, se refiere a @"B). También se pueden utilizar otras abreviaturas facilmente
identificables.

Como se indicé anteriormente, la presente divulgacién también proporciona un oligdmero que comprende grupos
terminales modificados. Los solicitantes han descubierto que la modificacién del extremo 3' y/o 5' del oligémero con varios
restos quimicos proporciona propiedades terapéuticas beneficiosas (por ejemplo, suministro celular mejorado, potencia
y/o distribucion tisular, etc.) a los oligdbmeros. En varias realizaciones, los grupos terminales modificados comprenden un
resto hidréfobo, mientras que en otras realizaciones los grupos terminales modificados comprenden un resto hidréfilo. Los
grupos terminales modificados pueden estar presentes con o sin los enlaces descritos anteriormente. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, los oligémeros comprenden uno o mas grupos terminales modificados y enlaces de tipo (A), por
ejemplo, enlaces donde X es -N(CHs)2. En otras realizaciones, los oligdmeros comprenden uno o mas grupos terminales
modificados y enlaces de tipo (B), por ejemplo, enlaces donde X es 4-aminopiperidin-1-ilo (es decir, APN). En aun otras
realizaciones, los oligémeros comprenden uno o mas grupos terminales modificados y una mezcla de enlaces (A) y (B).
Por ejemplo, los oligdbmeros pueden comprender uno o mas grupos terminales modificados (por ejemplo, tritilo o
trifenilacetilo) y enlaces donde X es -N(CHs)2 y enlaces donde X es 4-aminopiperidin-1-ilo. Otras combinaciones de grupos
terminales modificados y enlaces modificados también proporcionan propiedades terapéuticas favorables a los
oligbmeros.

En una realizacion, los oligémeros que comprenden modificaciones terminales tienen la siguiente estructura (XVII):

19
IT 5’ terminal
L1
toj/B
N
l
W=F‘>—X
Y
‘ :Oj/B
N
| |
| X
W=F|’—X
Y
:oj/Pi
N
7\
R17 R18 3’ terminal

(XVII)

o una de sus sales o isdmeros, donde X, W e Y son como se definen anteriormente para cualquiera de los enlaces (A) y
(B)y:
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R'7 esta, cada vez que aparece, independientemente ausente, hidrégeno o alquilo C1-Cs;

Ry R son, en cada caso, independientemente ausentes, hidrogeno, un péptido de penetracion celular, un aminoacido
natural o no natural, alquilcarbonilo C2-C3o, -C(=0)OR?' 0 R%;

R es, cada vez que aparece, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C4-Cso, cicloalquilo C3-Csg; arilo Ce-
Cso, aralquilo C7-Cso, alquilcarbonilo C3-Cso, cicloalquilcarbonilo C3-Cs, cicloalquilalquilcarbonilo Cs-Cs, arilcarbonilo C7-
Cso, aralquilcarbonilo C7-Cso, alquiloxicarbonilo C2-Cao, cicloalquiloxicarbonilo Cs-Cs, ariloxicarbonilo C7-Cao, arilo Cs-Cao
alquiloxicarbonilo, o -P(=0)(R%);

B es un resto de apareamiento de bases;

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

X es un numero entero de 0 o mayor; y donde al menos uno de R'® o R' es R%; y

en donde al menos uno de R'® 0 R'® es R?° y siempre que R'” y R'® no estén ausentes.

Los oligdmeros con grupos terminales modificados pueden comprender cualquier nimero de enlaces de tipo (A) y (B).
Por ejemplo, los oligdmeros pueden comprender solo el tipo de enlace (A). Por ejemplo, X en cada enlace puede ser -
N(CHs)2. Alternativamente, los oligobmeros solo pueden comprender el enlace (B). En determinadas realizaciones, los
oligdmeros comprenden una mezcla de enlaces y (B), por ejemplo, de 1 a 4 enlaces de tipo (B) y el resto de los enlaces
son de tipo (A). Los enlaces a este respecto incluyen, pero no se limitan a, enlaces donde X es aminopiperidinilo para el
tipo (B) y dimetilamino para el tipo (A).

En algunas realizaciones, R'7 esta ausente. En algunas realizaciones, R'” es hidrogeno. En algunas realizaciones, R' es
alquilo C1-Cs. En algunas realizaciones, R'7 es metilo. En aln otras realizaciones, R es etilo. En algunas realizaciones,
R'7 es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R'” es isopropilo. En otras realizaciones, R'” es alquilo C4. En aun otras
realizaciones, R'” es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R'” es alquilo Ce.

En otras realizaciones, R'® esta ausente. En algunas realizaciones, R'® es hidrogeno. En algunas realizaciones, R'® es un
péptido de penetracién celular como se describe con mas detalle a continuacién. En algunas realizaciones, R'® es un
aminoacido natural o no natural, por ejemplo, trimetilglicina. En algunas realizaciones, R'® es R%.

En otras realizaciones, R'® esta ausente. En algunas realizaciones, R'® es hidrégeno. En algunas realizaciones, R'® es un
péptido de penetracion celular como se describe con mas detalle a continuacion. En algunas realizaciones, R'® es un
aminodacido natural o no natural, por ejemplo, trimetilglicina. En algunas realizaciones, R es -C(=0)OR"?, por ejemplo,
R puede tener la siguiente estructura:

O
HO\/\O/\/O\/\O)L;*\.

En otras realizaciones, R'® o R'® es alquilcarbonilo C2-Cso, por ejemplo - C(=0)(CH2)nCPO2H, donde n es 1 a 6, por
ejemplo 2. En otros ejemplos, R'® o0 R'® es acetilo.

En algunas realizaciones, R?° es, cada vez que aparece, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C1-Cao,
cicloalquilo C3-Csg; arilo Ce-C3o, aralquilo C7-Cso, alquilcarbonilo C3-C3o, cicloalquilcarbonilo C3-Cs, cicloalquilalquilcarbonilo
C3-Cs, arilcarbonilo Cs-Cso, aralquilcarbonilo C7-Cso, alquiloxicarbonilo C2-Cso, cicloalquiloxicarbonilo Cs3-Cs,
ariloxicarbonilo, aralquiloxicarbonilo Cs-Cao, -C(=0)OR?' o0 -P(=0)(R??)2, donde R?' es alquilo C1-C30 que comprende uno
o mas restos de oxigeno o hidroxilo o combinaciones de los mismos y cada R?? es C® - C'2 ariloxi.

En ciertas otras realizaciones, R'® es -C(=0)OR?' y R'8 es hidrogeno, guanidinilo, heterociclilo, alquilo C1-Cso, cicloalquilo
Cs3-Cs; arilo Ce-Cao, alquilcarbonilo C3-Cao, cicloalquilcarbonilo C3-Cs, cicloalquilalquilcarbonilo Cs-Cs, arilcarbonilo C7-Cao,
aralquilcarbonilo  C7-Cso, alquiloxicarbonilo  C2-Cso, cicloalquiloxicarbonilo  Cs-Cs, ariloxicarbonilo  C7-Cao,
aralquiloxicarbonilo Cg-Cso, 0 -P(=0)(R??)2, donde cada R?? es ariloxi C5-C'2,

En otras realizaciones, R?° es, cada vez que aparece, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C1-Cao,
cicloalquilo Cs3-Cs; arilo Ce-Cao0, alquilcarbonilo Cs3-Cao, cicloalquilcarbonilo Cs-Cs, cicloalquilalquilcarbonilo C3-Cs,
arilcarbonilo C7-Cao, aralquilcarbonilo C7-Cao, alquiloxicarbonilo C2-Cao, cicloalquiloxicarbonilo C3-Cs, ariloxicarbonilo Cr-
Cso, ariloxicarbonilo Cs-C3o aralquiloxicarbonilo, o -P(=0)(R?%)2. Mientras que en otros ejemplos, R¥ es, cada vez que
aparece, independientemente guanidinilo, heterociclilo, alquilo C1-Cso, cicloalquilo Cs-Cs; arilo Ce-Cao, aralquilo C7-Cao,
cicloalquilcarbonilo Cs-Cs, cicloalquilalquilcarbonilo Cs-Cs, arilcarbonilo C7-Cso, aralquilcarbonilo C7-Cso, alquiloxicarbonilo
C2-Cao, cicloalquiloxicarbonilo C3-Cs, ariloxicarbonilo C7-Cao, ariloxicarbonilo Cs-Cao aralquiloxicarbonilo, o -P(=0)(R'?)..

En algunas realizaciones, R? es guanidinilo, por ejemplo, monometilguanidinilo o dimetilguanidinilo. En otras
realizaciones, R?° es heterociclilo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R?° es piperidin-4-ilo. En algunas realizaciones,
el piperidin-4-ilo esta sustituido con grupos tritlo o Boc. En otras realizaciones, R es cicloalquilo C3-Cs. En otras
realizaciones, R? es arilo Cs-Cs3o.
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En algunas realizaciones, R?° es arilcarbonilo C7-Cso. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R? tiene la siguiente
estructura (XVIII):

_R23

L

(o

(XVII)

donde R% es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, halo, alquilo C1-Cso, alcoxi C1-Cso, alquiloxicarbonilo
C+-Cso, aralquilo C7-Cao, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterocicloalquilo, y donde un R? puede unirse a otro R? para
formar un anillo de heterociclilo. En algunas realizaciones, al menos un R? es hidrégeno, por ejemplo, en algunas
realizaciones, cada R? es hidrogeno. En otras realizaciones, al menos un R? es alcoxi C1-Cso, por ejemplo, en algunas
realizaciones, cada R?® es metoxi. En otras realizaciones, al menos un R? es heteroarilo, por ejemplo, en algunas
realizaciones, al menos un R? tiene una de las siguientes estructuras (XVllla) de (XVIIIb):

o RE3

0]
R NN A

|
|\ N e
N/L,; . /N“““N A—;za

(4]
(XVIIla) (XVIIIb)

En adn otras realizaciones, un R se une con otro R?® para formar un anillo de heterociclilo. Por ejemplo, en una
realizacion, R2° es 5-carboxifluoresceina.

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

R23 R23
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(XXI)

donde R% es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, halo, alquilo C1-Cso, alcoxi C1-Cao, alquiloxicarbonilo
C1-Cao, aralquilo C7-Cao, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterocicloalquilo, donde un R?3 puede unirse con otro R? para
forman un anillo de heterociclilo, X es -OH o halo y m es un nimero entero de 0 a 6. En algunas realizaciones especificas,
m es 0. En otras realizaciones, m es 1, mientras que, en otras realizaciones, m es 2. En otras realizaciones, al menos un
R2 es hidrogeno, por ejemplo, en algunas realizaciones, cada R es hidrogeno. En algunas realizaciones, X es hidrogeno.
En otras realizaciones, X es -OH. En otras realizaciones, X es Cl. En otras realizaciones, al menos un R% es alcoxi C1-
Cso, por ejemplo, metoxi.

En aun otras realizaciones, R% es aralquilo C7-C3o, por ejemplo, tritilo. En otras realizaciones, R? es metoxitritilo. En
algunas realizaciones, R? tiene la siguiente estructura (XXII):

(XXII)

donde R% es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, halo, alquilo C1-Cso, alcoxi C1-Cso, alquiloxicarbonilo
C+-Cso, aralquilo C7-Cao, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterocicloalquilo, y donde un R? puede unirse a otro R? para
formar un anillo de heterociclilo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, cada R es hidrégeno. En otras realizaciones, al
menos un R? es alcoxi C1-Cao, por ejemplo, metoxi.

En aun otras realizaciones, R® es aralquilo C7-C3o y R? tiene la siguiente estructura (XXII1):

R23

(XXIID)

En algunas realizaciones, al menos un R es halo, por ejemplo, cloro. En algunas otras realizaciones, un R% es cloro en
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la posicion para.
En otras realizaciones, R?° es alquilo C1-C3s0. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R?° es un alquilo Cs-C2 y
opcionalmente comprende uno o mas dobles enlaces. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R% es un alquilo C4-10 que

5 comprende un triple enlace, por ejemplo, un triple enlace terminal. En algunas realizaciones, R?° es hexin-6-ilo. En algunas
realizaciones, R tiene una de las siguientes estructuras (XXIV), (XXV), (XXVI) o (XXVII):

-
\

CHa
%‘ /
\ \ G
CHs CHs })

, HC , HsC or 10

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

10 En aun otras realizaciones, R¥® es un alquilcarbonilo Cs-Cso, por ejemplo, un alquilcarbonilo C3-C1o. En algunas
realizaciones, R?° es -C(=0)(CHz)pSH 0 -C(=0)(CH2),SSHet, donde p es un nimero entero de 1 a 6 y Het es un heteroarilo.
Por ejemplo, p puede ser 1 o p puede ser 2. En otro ejemplo Het es piridinilo, por ejemplo, piridin-2-ilo. En otras
realizaciones, el alquilcarbonilo C3-Cso se sustituye con un oligémero adicional, por ejemplo, en algunas realizaciones, el
oligdbmero comprende un carbonilo de alquilo C3-C3so en la posicién 3' que une el oligdmero a la posicion 3' de otro
15 oligdmero. Dichas modificaciones de terminales estan incluidas dentro del alcance de la presente divulgacion.

En otras realizaciones, R?° es un carbonilo de alquilo C3-Cs0 que estd ademas sustituido con un resto arilfosforilo, por
ejemplo, trifenilfosforilo. Los ejemplos de tales grupos R?° incluyen la estructura 33 en la Tabla 2.

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

(XXVIII)

25 donde R% es, cada vez que aparece, independientemente hidrogeno, halo, alquilo C1-Cao, alcoxi C1-Cso, alquiloxicarbonilo
C1-Cao, aralquilo C7-Cao, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterocicloalquilo, y donde un R? puede unirse a otro R? para
formar un anillo de heterociclilo. En algunas realizaciones, R es heterociclilalquilo, por ejemplo, en algunas realizaciones,
R2 tiene la siguiente estructura:
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[

O

En algunas otras realizaciones, R?° es cicloalquilalquilcarbonilo C3-Cs. En otras realizaciones, R?° es alquiloxicarbonilo
C2-Cs3o0. En otras realizaciones, R? es cicloalquiloxicarbonilo C3-Cg. En otras realizaciones, R?° es ariloxicarbonilo C7-Cso.
En otras realizaciones, R es aralquiloxicarbonilo Cs-Cao. En otras realizaciones, R es -P(=0)(R%)2, donde cada R% es
ariloxi C8-C'2, por ejemplo, en algunas realizaciones, R? tiene la siguiente estructura (C24):

(C24)

En otras realizaciones, R?° comprende uno o mas atomos de halo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, R?° comprende
un analogo de perfluoro de cualquiera de los restos de R? anteriores. En otras realizaciones, R? es p-trifluorometilfenilo,
trifluorometiltritilo, perfluoropentilo o pentafluorofenilo.

En algunas realizaciones, el término 3' comprende una modificacion y en otras realizaciones, el término 5' comprende una
modificacion. En otras realizaciones, tanto los extremos 3' como 5' comprenden modificaciones. En consecuencia, en
algunas realizaciones, R'8 esta ausente y R'® es R?. En otras realizaciones, R'® esta ausente y R'® es R%°. En alin otras
realizaciones, R'® y R'® son cada uno R%.

En algunas realizaciones, el oligémero comprende un péptido de penetracion celular ademas de una modificacion 3' 0 5'.
Por consiguiente, en algunas realizaciones, R'® es un péptido de penetracion celular y R'8 es R?. En otras realizaciones,
R'8 es un péptido de penetracion celular y R'® es R, En realizaciones adicionales de lo anterior, el péptido de penetracion
celular es un péptido rico en arginina.

En algunas realizaciones, el conector L' que une el grupo terminal 5' (es decir, R'%) al oligémero puede estar presente o
ausente. El enlazador comprende cualquier cantidad de grupos funcionales y longitudes siempre que el enlazador
conserve su capacidad para unir el grupo terminal 5' al oligémero y siempre que el enlazador no interfiera con la capacidad
del oligébmero para unirse a una secuencia objetivo de una manera especifica de secuencia. En una realizacion, L
comprende enlaces fosforodiamidato y piperazina. Por ejemplo, en algunas realizaciones L tiene la siguiente estructura
(XXIX):

;J{N/R24

N\

N—P=0

/]

)

_gj

(XXIX)

donde R?* esta ausente, hidrogeno o alquilo C1-Cs. En algunas realizaciones, R?* esta ausente. En algunas realizaciones,
R?* es hidrogeno. En algunas realizaciones, R** es alquilo C1-Cs. En algunas realizaciones, R?* es metilo. En otras
realizaciones, R?* es etilo. En aun otras realizaciones, R? es alquilo Cs. En algunas otras realizaciones, R?* es isopropilo.
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En auln otras realizaciones, R?* es alquilo C4. En algunas realizaciones, R?* es alquilo Cs. En aln otras realizaciones, R?*
es alquilo Ce.

En aln otras realizaciones, R? es alquilcarbonilo Cs-Cao, y R tiene la siguiente estructura (XXX):
@)

R25/S\M)L:;\

q
(XXX)

donde R? es hidrogeno o -SR%, donde R? es hidrégeno, alquilo C1-Cao, heterociclilo, arilo o heteroarilo, y q es un nimero
enterode 0 a 6.

En realizaciones adicionales de cualquiera de los anteriores, R?® es, cada vez que aparece, independientemente
hidrégeno, halo, alquilo C4-Cso, alcoxi C1-Cso, arilo, heteroarilo, heterociclilo o heterocicloalquilo.

En algunas otras realizaciones, solo el extremo 3' del oligémero se conjuga con uno de los grupos indicados anteriormente.
En algunas otras realizaciones, solo el extremo 5' del oligémero se conjuga con uno de los grupos indicados anteriormente.
En otras realizaciones, los extremos 3'y 5' comprenden uno de los grupos indicados anteriormente. El grupo terminal

puede seleccionarse de cualquiera de los grupos mencionados anteriormente o cualquiera de los grupos especificos
ilustrados en la Tabla 4.

Tabla 4. Grupos de terminales representativos

No. Nombre Estructura
O
H;CO
C1 trimetoxibenzoilo ~
H;CO
OCHs
O
L
C2 9-fluoreno-carboxilo
O
>
C3 4-carbazolilbenzoilo
N
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‘r

No. Nombre Estructura
O
¥
. . . N
C4 4-indazolilonabenzoilo V4 N
/
o) CH3
CHs;
HsC
C5 Farnesilo =4 = 7
CHs CHs CHs
HsC
C6 geranilo M
CH, CHy |
HsC
c7 Preny! \K\
CHy |
O
C8 difenilacetilo rr;v'\
O
Cl
C9 clorodifenilacetilo ;r;\
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No. Nombre Estructura
O
OH
Q10 hidroxidifenilacetilo f;\
O
C11 trifenilpropionilo ff\
I O
C12 trifenilpropilo
S
O O
C13 trifenilacetilo f;;’
~
C14 Tritilo (Tr)

S
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No. Nombre Estructura
5
P15 Metoxitritilo (MeOTr)
O

O

C16 Metilsuccinimidilciclohexoilo / ;;:
N
)

O

C17 tioacetilo
HS ;r’é
~
O

COCH,CH,SSPy /\)L
C18 N S
X7 s fé ~

C19 guanidinilo H,N N.

NH

O
C20 trimetilglicina NOL
- W

C21 lauroil
\M/\ ~

10
O
Cc22 Trietilenglicoloilo (EG3) )L
HO O
TN TN »‘:é\
O
C23 succinicacetilo HO ;f
~
O
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No. Nombre Estructura
C24 difenilfosforilo Q (ﬁ Q
O—Fl’—O
|
.
C25 Piperidin-4-ilo
HN
() X
C26 Tritilpiperidin-4-ilo N
c27 Boc-Piperidin-4-ilo
C28 Hexin-6-ilo
C29 5-carboxifluoresceina
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No. Nombre Estructura
X
C30 Benzhidrilo
¥
C31 p-clorobenzhidrilo
Cl
C32 Piperazinilo (pip) HN/\
K/N:f;
~
O
C33 trifenilfos
o NH,
O O O
C34 dimerizado )k/\ /\)L
oligo N S f{
H
Oligo = otro oligdmero

Transportadores de péptidos

En algunas realizaciones, el oligémero en cuestion se conjuga con un resto de transportador de péptidos, por ejemplo, un
resto de transporte de péptidos que penetra en las células, que es eficaz para mejorar el transporte del oligdmero en las
células. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el resto transportador de péptidos es un péptido rico en arginina. En
realizaciones adicionales, el resto de transporte se une al extremo 5' o 3' del oligémero. Cuando tal péptido se conjuga
con cualquiera de los extremos, los extremos opuestos quedan disponibles para la conjugacion adicional con un grupo

terminal modificado como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones de lo anterior, el resto de transporte de péptidos comprende de 6 a 16 subunidades

seleccionadas de subunidades X', subunidades Y'y subunidades Z',
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dénde

(a) cada subunidad X' representa independientemente lisina, arginina o un analogo de arginina, siendo dicho analogo un
a-aminoacido cationico que comprende una cadena lateral de estructura R3N=C(NH2)R34, donde R%® es H 0 R; R* es
R3%, NH2, NHR o NR34, donde R®® es alquilo inferior o alquenilo inferior y puede incluir ademas oxigeno o nitrégeno; R¥ y
R34 pueden juntos forman un anillo; y la cadena lateral esta unida a dicho aminoécido a través de R33 o R34,

(b) cada subunidad Y' representa independientemente un aminoacido neutro -C(O)-(CHR),-NH-, donde nesde 2 a7y
cada R es independientemente H o metilo; y

(c) cada subunidad Z' representa independientemente un Cl-aminoacido que tiene una cadena lateral de aralquilo neutral;

donde el péptido comprende una secuencia representada por una de (X'Y'X')p, (X'Y')my (X'Z'Z')p, dondepesde2a 5y m
esde2as8.

En realizaciones seleccionadas, para cada X', el resto de cadena lateral es guanidilo, como en la subunidad de aminoacido
arginina (Arg). En realizaciones adicionales, cada Y' es -CO-(CH2),-CHR-NH-, donde nes 2 a 7 y R es H. Por ejemplo,
cuandones 5y Res H, Y'es un 6- subunidad de acido aminohexanoico, abreviada aqui como Ahx; cuandones 2y R
es H, Y’ es una subunidad de -alanina.

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

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

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

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

En algunas realizaciones, las subunidades Y' son contiguas, en el sentido de que no intervienen subunidades X' entre las
subunidades Y', o se intercalan individualmente entre las subunidades X'. Sin embargo, en algunas realizaciones, la
subunidad de enlace puede estar entre las subunidades Y'. En una realizacion, las subunidades Y' estan en un extremo
del transportador de péptidos; en otras realizaciones, estan flanqueados por subunidades X'. En realizaciones adicionales,
cada Y' es -CO-(CH2)n-CHR-NH-, donde nes 2 a7 y R es H. Por ejemplo, cuandones 5y R es H, Y' es un 6- subunidad
de acido aminohexanoico, abreviada aqui como Ahx. En realizaciones seleccionadas de este grupo, cada X' comprende
un resto de cadena lateral de guanidilo, como en una subunidad de arginina. Ejemplos de péptidos de este tipo incluyen
aquellos que comprenden dimeros de arginina que alternan con subunidades individuales Y', donde Y' es preferiblemente
Ahx. Los ejemplos incluyen péptidos que tienen la férmula (RY'R)4 o la férmula (RRY")4, donde Y' es preferiblemente Ahx.
En algunas realizaciones, el analogo de acido nucleico esta unido a una subunidad Y' terminal, preferiblemente en el
extremo C-terminal. En otras realizaciones, el conector tiene la estructura AhxB, donde Ahx es una subunidad de acido
6-aminohexanoico y B es una subunidad de 3-alanina.

Se ha demostrado que los restos de transporte de péptidos, como se describio anteriormente, mejoran en gran medida la
entrada celular de los oligdmeros unidos, en relacién con la captacion del oligdémero en ausencia del resto de transporte
unido, y en relacién con la captacion por un resto de transporte unido que carece de las subunidades hidrofébicas Y'. Tal
captacion mejorada puede evidenciarse por al menos un aumento de dos veces, 0 en otras realizaciones un aumento de
cuatro veces, en la captacion del compuesto en células de mamiferos en relacion con la captacion del agente por un resto
de transporte adjunto que carece de las subunidades hidrofébicas Y '. En algunas realizaciones, la captacion aumenta al
menos veinte veces o al menos cuarenta veces, en relacion con el compuesto no conjugado.

Otro beneficio del resto de transporte de péptidos es su capacidad esperada para estabilizar un duplex entre un oligémero
antisentido y su secuencia de acido nucleico objetivo. Aunque no se desea cefiirse a la teoria, esta capacidad para
estabilizar un duplex puede resultar de la interaccion electrostatica entre el resto de transporte cargado positivamente y
el acido nucleico cargado negativamente. En algunas realizaciones, el nimero de subunidades cargadas en el
transportador es inferior a 14, como se indicé anteriormente, o en otras realizaciones entre 8 y 11, ya que un nimero
demasiado alto de subunidades cargadas puede conducir a una reduccién en la especificidad de secuencia.

La presente descripcién también incorpora conjugados de restos de transporte de péptidos y analogos de acidos
nucleicos. Como se indico anteriormente, los restos de transporte de péptidos son generalmente efectivos para mejorar
la penetracion celular de los analogos de acidos nucleicos. Los solicitantes también han descubierto que incluir una
subunidad de aminoacido de glicina (G) o prolina (P) entre el analogo de acido nucleico y el resto del resto de transporte
del péptido (por ejemplo, en el extremo carboxi o amino del péptido transportador) reduce la toxicidad. del conjugado,
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mientras que la eficacia sigue siendo la misma o mejora en relacion con los conjugados con diferentes enlaces entre el
resto de transporte de péptidos y el analogo de acido nucleico. Por lo tanto, los conjugados descritos en la presente tienen
una mejor ventana terapéutica y son candidatos a farmacos mas prometedores que otros conjugados de péptido-
oligdbmero.

Ademas de la toxicidad reducida, se cree que la presencia de una subunidad de aminoacido de glicina o prolina entre el
analogo de acido nucleico y el péptido portador proporciona ventajas adicionales. Por ejemplo, la glicina es econdémica y
se acopla facilmente al analogo de acido nucleico (o enlazador opcional) sin ninguna posibilidad de racemizacién. De
manera similar, la prolina se acopla facilmente sin racemizacion y también proporciona péptidos transportadores que no
son formadores de hélices. La hidrofobicidad de la prolina también puede conferir ciertas ventajas con respecto a la
interaccion del péptido transportador con la bicapa lipidica de las células, y los péptidos transportadores que comprenden
multiples prolinas (por ejemplo, en ciertas realizaciones) pueden resistir la formacién de G-tetraplex. Finalmente, en ciertas
realizaciones, cuando el resto de prolina es adyacente a una subunidad de aminoacido de arginina, el resto de prolina
confiere estabilidad metabdlica a los conjugados ya que el enlace amida de argina-prolina no es escindible por las
endopeptidasas comunes.

En algunas realizaciones, la conjugacion de péptidos con oligonucleétidos antisentido es como se describe en la
publicacion PCT W02012/1150960. En una realizacién particular, por ejemplo, un oligonucleétido conjugado con péptido
utiliza glicina como conector entre el CPP y el oligonucledtido antisentido. Por ejemplo, los oligonucleétidos antisentido
para usar en la invencién se pueden acoplar a un péptido rico en arginina, como (Arg)6Gly (6 arginina y 1 glicina unidas
a un oligonucledétido). Como ejemplo, este péptido se puede conjugar con un PMO y se conoce como "R6-G-PMQO".

A continuacion, en la Tabla 5, se proporcionan otros transportadores de péptidos de penetracién celular ricos en arginina
ejemplares que comprenden varios enlazadores (C, G, P, Ahx, B). Como se describe en la Tabla 2 anterior, un
transportador de péptidos de penetracion celular preferido es SEQ ID NO: 45 conjugado con un PMO en el extremo 3' a
través de un enlazador de glicina (R6G). El enlace de R6G al extremo 5' también es una realizacién preferida.

Tabla 5. Transportadores de péptidos ricos en arginina que penetran en las células

NOMBRE (DENOMINACION) SECUENCIA SEQID NO. A
rTAT RRRQRRKKR 39

Tat RKKRRQRRRR 40

RsF2 RRRRRRRRRFF 41
RsF2R4 RRRRRFFRRRR 42

Ra RRRRR 43

Rs RRRRR 44

Re RRRRR 45

Ry RRRRRRR 46

Rs RRRRRRR 47

Ro RRRRRRRRR 48
(RX)s RXRXRXRXRXRXRXRXRX 49
(RAXR)s; (P007) RAhxRRAhXxRRAhxRRAhxXR 50
(RAhxR)s; (CP04057) RAhxRRAhXxRRAhXRRAhXRRAhxR 51
(RAhxRRBR),; (CP06062) RAhxRRBRRAhXxRRBR 52
(RAR)4F2 RARRARRARRARFFC 53
(RGR)4F2 RGRRGRRGRRGRFFC 54

ALas secuencias asignadas a SEQ ID NO incluyen la porcién de enlace (por ejemplo, C, G, P, Ahx, B, AhxB donde
Ahx y B se refieren al acido 6-aminohexanoico y beta-alanina, respectivamente).

Métodos de uso in vitro (no forma parte de la presente invencion)
En otro aspecto, en el presente documento se describen métodos para usar los oligonucleétidos antisentido dirigidos a

LMNA y/o HGPS descritos en el presente documento para tratar una célula o tejido in vitro para reducir la expresion de
una o mas isoformas de ARNm y/o proteinas mutantes de manera beneficiosa. Las células o tejidos que pueden ser
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modulados por los oligonucledétidos antisentido son preferiblemente células de mamiferos, o mas preferiblemente células
humanas. Dichas células pueden estar en un estado saludable o en un estado enfermo, como las células que expresan
progerina. En ciertos aspectos, la célula es una célula que expresa progerina que da como resultado una laminopatia
progeroide.

En este documento se describen generalmente métodos para reducir la expresion de ARNm de LMNA empalmado
anormalmente in vitro que comprende poner en contacto una célula con uno o mas oligonucleétidos antisentido descritos
en este documento, o una composicion que los contiene, reduciendo asi la expresion de progerina. Estos métodos y otros
relacionados se pueden usar para reducir la expresion de cualquiera o mas de las isoformas mutantes de ARNm de LMNA
descritas en el presente documento y conocidas en la técnica.

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

La frase "vehiculo farmacéuticamente aceptable" tal como se usa en el presente documento significa un material, una
composicion o un vehiculo farmacéuticamente aceptable, como un relleno liquido o sélido, un diluyente, un excipiente, un
auxiliar de fabricacién (por ejemplo, lubricante, talco, estearato de magnesio, calcio o zinc, o acido estérico), o material de
encapsulacion de disolvente. Cada vehiculo debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los demas
ingredientes de la formulacién y no perjudicial para la célula o tejido con el que entra en contacto.

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

Aunque la invencion anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracién y ejemplo con fines de claridad de
comprension, sera evidente para un experto en la materia a la luz de las ensefianzas de esta invencién que ciertos cambios
y modificaciones pueden hacerse al mismo dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Los siguientes ejemplos
se proporcionan Unicamente a modo de ilustracién y no a modo de limitacién. Los expertos en la técnica reconoceran
faciimente una variedad de parametros no criticos que podrian cambiarse o modificarse para producir resultados
esencialmente similares.

Tabla de listado de secuencias

NOMBRE SECUENCIA SEQ ID NO:

LMNA exoén 11 1
GGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGAGTA

CAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGTGCGGGACCTGCG
GGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGCGGCTCAGGA
GCCCAGGTGGGCGGACCCATCTCCTCTGGCTCTTCTGC
CTCCAGTGTCACGGTCACTCGCAGCTACCGCAGTGTGG
GGGGCAGTGGGGGTGGCAGCTTCGGGGACAATCTGGTC
ACCCGCTCCTACCTCCTGGGCAACTCCAGCCCCCGAAC
CCAG

HGPS exén 11 2
GGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGAGTA

CAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGTGCGGGACCTGCG
GGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGCGGCTCAGGA
GCCCAGGTGGGTGGACCCATCTCCTCTGGCTCTTCTGC
CTCCAGTGTCACGGTCACTCGCAGCTACCGCAGTGTGG
GGGGCAGTGGGGGTGGCAGCTTCGGGGACAATCTGGTC
ACCCGCTCCTACCTCCTGGGCAACTCCAGCCCCCGAAC
CCAG
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ex011.25.138 CTGAGCCGCTGGCAGATGCCTTGTC 4
ex011.25.166 GAGGAGATGGGTCCACCCACCTGGG 11
rTAT RRRQRRKKR 39
Tat RKKRRQRRRR 40
RoF2 RRRRRRRRRFF 41
RsF2R4 RRRRRFFRRRR 42
Ra RRRRR 43
Rs RRRRR 44
Re RRRRR 45
Ry RRRRRRR 46
Rs RRRRRRR 47
Re RRRRRRRRR 48
(RX)s RXRXRXRXRXRXRXRXRX 49
(RAxR)s; (P007) RAhxRRAhxRRAhXxRRAhxR 50
(RAhxR)s; RAhxRRAhxRRAhXRRAhxRRAhxXR 51
(CP04057)

(RAhXRRBR),; RAhxRRBRRAhxRRBR 52
(CP06062)

(RAR)4F2 RARRARRARRARFFC 53
(RGR)4F2 RGRRGRRGRRGRFFC 54

Ejemplos
Ejemplo 1

Tratamiento de células hgps con oligonucleoétidos antisentido dirigidos a LMNA

Se usaron dos lineas primarias de fibroblastos, fibroblastos HGPS (HGADFN167) y fibroblastos de control (HGFDFN168).
Las células HGPS y de control se sembraron en una placa de 24 pocillos a una densidad de aproximadamente 10.000
células/pocillo. Los oligonucleétidos de morfolino dirigidos a los exones 11 y/o 10 de pre-ARNm de Lamin-A se introdujeron
individualmente en células HGPS cultivadas ya sea por captacion libre o por nucleofeccién (Amaxa, por ejemplo). Para la
captacion libre, las células se cultivaron durante 1-2 semanas en un medio que contenia 25 mM o 50 mM o 80 uM de
oligonucleétidos de PMO. A continuacion, esas células se cribaron mediante inmunofluorescencia con anticuerpos anti-
progerina o anti-lamina A/C. Las intensidades de fluorescencia de la tincién de progerina se cuantificaron utilizando un
microscopio de fluorescencia Zeiss y un programa SPOT. Los experimentos se realizaron por triplicado y los PMO que
mostraron efectos en la regulacion a la baja de la progerina se seleccionaron para un analisis posterior. El analisis incluyo
RT-PCR cuantitativa con cebador especifico de progerina y analisis de transferencia Western con anticuerpos anti-
progerina.

Ejemplo 2

Tincién de inmunofluorescencia de células HGPS después del tratamiento con oligonucleotidos antisentido dirigidos a
LMNA

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

SDS-PAGE vy analisis de western blotting de células HGPS después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
dirigidos a LMNA

Analisis SDS-PAGE y Western Blot: Las células tratadas se recogieron, se enjuagaron dos veces en PBS y luego se
lisaron en tampoén de carga Laemmli SDS-PAGE. Las muestras se calentaron durante 15 minutos a 95°C y luego se
cargaron en geles SDS-PAGE al 10%. En cuanto al analisis de transferencia Western, las proteinas se transfirieron a las
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche al 5 %/TBST a 4 °C durante la noche y se incubaron
con anticuerpos primarios diluidos en BSA al 4 %/TBST a temperatura ambiente durante 1-3 horas. Después de los
lavados con TBST, las membranas se incubaron en anticuerpos secundarios diluidos a 1:5000 en leche al 1%/TBST
durante 1 hora a temperatura ambiente. La quimioluminiscencia se detectd con un kit de deteccion de transferencia
Western ECL (Pierce). Los anticuerpos primarios utilizados incluyen antildmina A/C monoclonal de raton (MAB3211,
Chemicon), antiprogerina policlonal de conejo (anticuerpo peptidico personalizado, Yenzm) y antiactina policlonal de
conejo (Pan-actin, Cell Signaling). Los resultados de los experimentos se exponen en la Figura 3. El oligonucleétido
correspondiente a 699 (SEQ ID NO:4) mostré una regulaciéon negativa significativa de la progerina en el experimento, a
pesar de que se elimind y no se superpuso con el sitio de empalme criptico del exén 11 de LMNA.

Ejemplo 4

Analisis cuantitativo por RT-PCR de células HGPS después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido dirigidos a
LMNA

RT-PCR cuantitativa: Se realizaron experimentos cuantitativos de RT-PCR (qRT-PCR) para medir los niveles de expresion
de progerina, lamina A y B-actina en 164 fibroblastos (p13, HGPS clasico) después del tratamiento con el oligonucleétido
699 (SEQID NO: 4)y 706 (SEQ ID NO: 11). Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado en un sistema de PCR
rapido en tiempo real 7900HT de Applied Biosystems utilizando SYBR Green mix (Qiagen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las condiciones de reaccién fueron las siguientes: 1 ciclos de 2 min a 50°C; 1 ciclo de 15 min
a 95°C; y 40 ciclos de 15 s a 95°C, 1 min a 57°C y 45 s a 72°C. La secuencia del cebador directo de B-actina es
TCTTTGCAGCCACATTCCCG Yy el cebador inverso es GGCTTGCGGGTGTTAAAAGC. La secuencia del cebador directo
para amplificar progerina/lamina A es GCAACAAGTCCAATGAGGACCA. Los cebadores inversos especificos de
progerina y lamina A se disefiaron de acuerdo con la estrategia del sistema de mutacién refractario a la amplificacion,
mediante la introduccién de una mutacién en la penultima base para aumentar la especificidad. La secuencia del cebador
especifico de progerina es CATGATGCTGCAGTTCTGGGGGCTCTGGAC, y la de la lamina A es CAT-
GATGCTGCAGTTCTGGGGGCTCTGGAT. Los resultados de los experimentos se exponen en la Figura 4.

Ejemplo 5

SDS-PAGE y analisis de western blotting de células HGPS después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
dirigidos a LMNA

Andlisis SDS-PAGE y Western Blot: Las células tratadas se recogieron, se enjuagaron dos veces en PBS y luego se
lisaron en tampdn de carga Laemmli SDS-PAGE. Las muestras se calentaron durante 15 minutos a 95°C y luego se
cargaron en geles SDS-PAGE al 10%. En cuanto al analisis de transferencia Western, las proteinas se transfirieron a las
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche al 5 %/TBST a 4 °C durante la noche y se incubaron
con anticuerpos primarios diluidos en BSA al 4 %/TBST a temperatura ambiente durante 1-3 horas. Después de los
lavados con TBST, las membranas se incubaron en anticuerpos secundarios diluidos a 1:5000 en leche al 1%/TBST
durante 1 hora a temperatura ambiente. La quimioluminiscencia se detectd con un kit de deteccion de transferencia
Western ECL (Pierce). Los anticuerpos primarios utilizados incluyen antilamina A/C monoclonal de ratén (MAB3211,
Chemicon), antiprogerina policlonal de conejo (anticuerpo peptidico personalizado, Yenzm) y antiactina conjugada con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (Sigma). Los resultados de los experimentos se exponen en la Figura 5.
Oligonucleétido 699 (SEQ ID NO: 4) dio lugar a una regulacion negativa de la progerina y una regulacién positiva de la
ldamina A, a pesar de que se elimind y no se superpuso con el sitio de empalme criptico del exén 11 de LMNA.
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleétido antisentido para usar en la modulacién del empalme aberrante de un pre-ARNm de LMNA humano,
donde el oligonucledtido antisentido es un oligonucleétido de fosforodiamidato morfolino; donde el oligonucleétido
antisentido tiene 25 nucleobases; y donde el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia de direccionamiento
que comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 4 u 11.

2. El oligonucledtido antisentido de conformidad con la reivindicacion 1, donde la secuencia de direccionamiento
comprende SEQ ID NO: 4.

3. El oligonucledtido antisentido de conformidad con la reivindicaciéon 1, donde la secuencia de direccionamiento
comprende SEQ ID NO: 11
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