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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para disminuir la expresion de tau

Campo de la invencién

CAMPO TECNICO

La presente invencién proporciona oligonucleétidos antisentido, composiciones y usos de los mismos para disminuir la
expresion de ARNm de tau y proteina tau tal como se define en las reivindicaciones. Estos oligonucleétidos antisentido,
composiciones y usos de los mismos son Utiles para tratar enfermedades asociadas a tau.

ANTECEDENTES

Tau es una proteina asociada a microtubulos que estabiliza los microtdbulos y facilita el transporte axonal. La proteina tau
interactla con la tubulina para estabilizar los microtibulos y promover el ensamblaje de la tubulina en microtubulos. La
red de microtubulos estd implicada en muchos procesos celulares importantes, que incluyen la formacién del citoesqueleto
y el mantenimiento de la estructura y la morfologia de la célula, y la provisiéon de plataformas para el transporte intracelular
de vesiculas, organulos y macromoléculas. Puesto que la unién de tau a microtibulos estabiliza los microtabulos, tau es
un mediador clave de estos procesos celulares.

Existen al menos seis isoformas de tau en el cerebro humano, que varian de 352 a 441 residuos de aminoacidos de
longitud. Las isoformas de tau se derivan de un Unico gen MAPT (proteina tau asociada a microtibulos) ubicado en el
cromosoma 17. El transcrito de MAPT experimenta un corte y empalme alternativo regulado, complejo, que da lugar a
multiples especies de ARNm. Los exones 2 y 3 de MAPT codifican una secuencia de 29 o 58 aminoacidos
respectivamente, y por lo tanto el corte y empalme alternativo de los exones 2 y/o 3 da lugar a la inclusién de cero, una o
dos copias del dominio acido de 29 aminoécidos N-terminal, que se denominan tau ON, 1N o 2N, respectivamente. El
ex6n 10 de MAPT codifica un dominio de unidén a microtubulos, por lo que la inclusién del exén 10 da lugar a la presencia
de un dominio de unién a microtubulos adicional. Dado que hay tres dominios de unién a microtibulos en otra parte de
tau, las isoformas de tau que incluyen el exén 10 se denominan "4R tau", lo que significa la proteina tau con cuatro
repeticiones del dominio de unién a microtibulos. Las isoformas de tau sin exén 10 se denominan "tau 3R", lo que significa
la proteina tau con tres repeticiones del dominio de unién a microtibulos. Las isoformas de 4R tau presumiblemente se
unen a microtubulos mejor que las isoformas de 3R tau, ya que tienen un dominio de unidén a microtibulos mas. La relacién
de 3R tau a 4R tau esta regulada por el desarrollo, con tejidos fetales que expresan exclusivamente 3R tau y tejidos
humanos adultos que expresan niveles aproximadamente iguales de 3R tau y 4R tau.

Tau es una fosfoproteina con aproximadamente 85 sitios de fosforilacién potenciales (Ser, Thr o Tyr) en la isoforma de tau
méas larga (Pedersen y Sigurdsson, Trends in Molecular Medicine 2015, 21 (6): 394). Se ha informado de fosforilacién en
aproximadamente la mitad de estos sitios en las proteinas tau normales. Tau se fosforila y desfosforila dindamicamente
durante el ciclo celular. Tau solo puede asociarse con microtibulos en su forma desfosforilada, y, por lo tanto, la
fosforilacién de tau actia como un conmutador directo de asociacidén-disociacién de microtibulos dentro de la neurona.
En condiciones patolégicas, la proteina tau se hiperfosforila, dando como resultado una pérdida de unién a tubulina y la
desestabilizacién de microtibulos, seguida de la agregacidn y la deposicién de tau en ovillos neurofibrilares patégenos.
También se han identificado fragmentos de escisiébn de proteasa de tau (Asp 13, Glu391 y Asp421) en ovillos
neurofibrilares. Un ejemplo de los enfoques considerados actualmente para abordar la agregacién de tau se divulga en el
documento WO 2015/010135 (ISIS Pharmaceuticals Inc.) mediante el uso del gadpmero MOE 5-10-5 con enlaces
fosforotioato y 5-metilcitosina.

Sumario de la invencién

La invencién se define como en las reivindicaciones adjuntas. En el presente documento se proporcionan oligonucleétidos
antisentido que tienen las SEQ ID NO: 208 o0 285 y que estan dirigidos a la proteina tau asociada a microtibulos (MAPT)
humana, composiciones que comprenden los oligonucleétidos antisentido, y usos de los mismos para disminuir la
expresion de ARNm de tau y proteina tau usando estos oligonucleétidos antisentido, tal como se definen en las
reivindicaciones. Estos oligonucleétidos antisentido, composiciones y usos proporcionados en el presente documento son
Utiles en el tratamiento de enfermedades asociadas a tau.

Los oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT proporcionados en el presente documento son gapmeros, que tienen
un segmento de hueco (gap) central de 2'-desoxirribonucleétidos contiguos, ubicados entre dos segmentos de ala en los
extremos 5'y 3' (también denominados ala 5' y ala 3', respectivamente). Tales oligonucleétidos antisentido disminuyen la
expresion de ARNm de tau y/o proteina tau mediante la activacién de ARNasa H. Los enlaces internucleosidicos de
gapmeros son enlaces fosforotioato. Los gapmeros comprenden un tramo a menudo de (10) 2'-desoxirribonucleétidos
contiguos y los segmentos de ala 5' y 3' comprenden uno o mas nucleétidos modificados en 2'. La modificaciéon en 2' es
2'-O-metoxietilo (2'-O-MOE).
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En las presentes formas de realizacion tal como se reivindican, los gapmeros dirigidos a tau son gapmeros 5-10-5 que
tienen 20 nucleésidos de longitud, en los que el segmento de hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos
contiguos, flanqueados por el ala 5' y el ala 3', comprendiendo cada ala cinco nucledsidos cada uno con una modificacién
2'-O-MOE.

En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT proporcionados en el presente
documento son capaces de disminuir el nivel de expresién de ARNm de tau o proteina tau en al menos el 30% in vitro.

En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT proporcionados en el presente
documento son capaces de disminuir el nivel de expresién de ARNm de tau o proteina tau en al menos el 30% in vivo.

En otro aspecto, se proporcionan en el presente documento composiciones que comprenden cualquiera de los
oligonucleétidos antisentido descritos en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, se proporcionan en el presente documento procedimientos para disminuir el nivel de expresién
de tau en un sujeto, por ejemplo, un sujeto afectado por, o susceptible a, una enfermedad asociada a tau, mediante
administracién al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de los oligonucleétidos antisentido
descritos en el presente documento. Dichos procedimientos pueden incluir administrar un segundo agente al sujeto. En
algunas formas de realizacidn, el oligonucleétido antisentido dirigido a MAPT puede administrarse al sujeto a través de
una via intratecal, intracraneal, intranasal, oral, intravenosa o subcutanea. En algunos aspectos, el sujeto es un ser
humano.

También se proporcionan oligonucleétidos o composiciones antisentido tal como se describen en el presente documento
para su uso en el tratamiento de una enfermedad asociada a tau en un sujeto que lo necesita, por ejemplo, un sujeto
afectado por, o susceptible a, una enfermedad asociada a tau.

La enfermedad asociada a tau se selecciona del grupo de enfermedad de Alzheimer (EA), esclerosis lateral
amiotréfica/complejo de parkinsonismo-demencia (ALS-PDC), demencia argirofilica granulosa (AGD), angiopatia amiloide
de tipo britanico, angiopatia amiloide cerebral, encefalopatia traumética crénica (CTE), degeneracién corticobasal (CBD),
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), demencia pugilistica, ovillos neurofibrilares difusos con calcificacién, sindrome
de Down, sindrome de Dravet, epilepsia, demencia frontotemporal (FTD), demencia frontotemporal con parkinsonismo
asociada al cromosoma 17 (FTDP-17), degeneracién lobular frontotemporal, ganglioglioma, gangliocitoma, enfermedad
de Gerstmann-Straussler-Scheinker, enfermedad de Halervorden-Spatz, enfermedad de Huntington, miositis de cuerpos
de inclusién, encefalopatia plimbica, enfermedad de Lytico-Bodig, meningioangiomatosis, atrofia multisistémica, distrofia
mioténica, enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NP-C), enfermedad de neuronas motoras no de Guam con ovillos
neurofibrilares, enfermedad de Pick (PiD), parkinsonismo postencefalitico, angiopatia amiloide cerebral por proteina
priénica, gliosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva (PSP), panencefalitis esclerosante subaguda,
demencia solo con ovillos, demencia predominante de ovillos, demencia multiinfarto, accidente cerebrovascular isquémico
0 esclerosis tuberosa.

Breve descripcién de los dibujos

Las figuras 1A-1E muestran la caracterizacién fisica de oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT. La figura
1A muestra la estructura del oligonucleétido antisentido (ASO) que comprende la SEQ ID NO: 284, con la férmula
C230H321N720120P19519 y el peso molecular esperado de 7212,3 Da. La figura 1B muestra los datos de
cromatografia liquida-espectrometria de masas (CL-EM) de ASO que comprende la SEQ ID NO: 284, con una
masa de pico medida de 7214,3. La figura 1C muestra el informe de pico de deconvolucién de CL-EM para ASO
que comprende la SEQ ID NO: 284. La figura 1D muestra los datos de CL-EM de ASO que comprende la SEQ
ID NO: 285, con una masa de pico medida de 7232,5. La figura 1E muestra el informe de pico de deconvolucién
de CL-EM para ASO que comprende la SEQ ID NO: 285.

Las figuras 2A-2E muestran el nivel de expresién de ARNm de tau humana y proteina tau humana en una linea
de ratén transgénico BAC hTau representativa antes y después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido.
La figura 2A es representativa de los resultados de RT-PCR que muestran que los seis transcritos de tau humana
se encontraron en el prosencéfalo de los ratones transgénicos BAC hTau (linea transgénica 510, ratones hembra
de dos meses de edad). Los exones 2, 3 y 10 se empalman alternativamente, dando como resultado seis
isoformas de tau: 2-3-10-; 2+3-10-; 2+3+10-; 2-3-10+; 2+3-10+; 2+3+10+. 4R representa isoformas de tau con el
ex6n 10, 3R representa isoformas de tau sin el exén 10; ON representa isoformas de tau sin el exdn 2 ni el exén
3; 1N representa isoformas de tau con el exén 2 o el exén 3; 2N representa isoformas de tau tanto con el exén 2
como con el exén 3. La figura 2B es una inmunotransferencia Western representativa que muestra seis isoformas
de la proteina tau que varian de 352 a 441 aminoacidos con pesos moleculares de 48 a 67 kD. Difieren en (1) la
inclusién de cero, uno o dos insertos de una parte N-terminal de 29 aminoacidos (ON, 1N o 2N), o (2) la inclusidn
de tres o cuatro dominios de unién a microtdbulos (3R o 4R). La figura 2C es una imagen inmunohistoquimica
representativa que muestra la distribuciéon axonal normal de tau humana en el cerebro de ratones transgénicos
BAC hTau, tefiida con un anticuerpo especifico de tau humana. La figura 2D es un gréfico de barras que muestra
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el silenciamiento (knockdown) del ARNm de tau en la corteza de ratén transgénico BAC hTau 4 semanas después
de un Unico tratamiento con un oligonucleétido antisentido que comprende la SEQ ID NO: 285. La figura 2E es
una inmunotransferencia Western representativa que muestra el silenciamiento de la proteina tau en el
hipocampo de ratén transgénico BAC hTau 4 semanas después de un Unico tratamiento con un oligonucleétido
antisentido que comprende la SEQ ID NO: 285.

La figura 3 es un conjunto de imagenes de hibridacidn in situ que muestran una amplia distribucién en el cerebro
del oligonucledtido antisentido de SEQ ID NO: 285 en ratones transgénicos BAC hTau.

Las figuras 4Ay 4B son graficos de puntos que muestran la inhibicion dependiente de la dosis de la expresién
de ARNm de tau humana (figura 4A) y proteina tau humana (figura 4B) en ratones transgénicos BAC hTau 4
semanas o 12 semanas después de una Unica inyeccién ICV de 1, 10, 50, 200 o 400 ug del oligonucleétido
antisentido de SEQ ID NO: 285.

Las figuras 5A y 5B son graficos de puntos que muestran el curso temporal del nivel de expresién de ARNm de
tau humana (figura 5A) y proteina tau humana (figura 5B) en ratones transgénicos BAC hTau después de una
Unica inyeccidn ICV de 200 ug del oligonucleétido antisentido de SEQ ID NO: 285.

DESCRIPCION DETALLADA

En el presente documento se proporcionan oligonucleétidos antisentido dirigidos a proteina tau asociada a microtubulos
(MAPT), composiciones que comprenden los oligonucleétidos antisentido segun las reivindicaciones, y usos de los
mismos para tratar enfermedades asociadas a tau segun las reivindicaciones.

Definiciones

Tal como se utiliza en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, la forma en singular "un", "una", "el" y "la" incluyen
referencias en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "una célula" incluye
una pluralidad de células, incluidas mezclas de las mismas.

Todas las desighaciones numéricas, por ejemplo, pH, temperatura, tiempo, concentracién y peso molecular, incluidos
intervalos, son aproximaciones que varian (+) o (-) en incrementos de 0,1. Se ha de entender, aunque no siempre se
indique explicitamente, que todas las designaciones numéricas van precedidas por el término "aproximadamente".
También se ha de entender, aunque no siempre se indique explicitamente, que los reactivos descritos en el presente
documento son meramente ejemplos y que se conocen equivalentes de los mismos en la técnica.

El término "modificacién en 2" se refiere a la sustitucién de H u OH en la posicién 2' del anillo de furanosa de un nucledsido
o nucledtido por otro grupo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "2'-O-metoxietilo”, "2'-MOE" o "2'-OCH2CH2-OCH3" se refiere a una
modificacién O-metoxietilo de la posicién 2' de un anillo de furanosa. Un azlcar con una modificacién de tipo 2’-O-
metoxietilo es un azlcar modificado. Un "nucledsido/nucleétido 2'-MOE" o "nucleésido/nucleétido 2'-O-metoxietilo” se
refiere a un nucledsido/nucleétido que comprende un resto de azlcar modificado con 2-MOE.

Una "5-metilcitosina" se refiere a una citosina modificada con un grupo metilo unido a la posicién 5'.

El término "oligonucleétido antisentido”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido
monocatenario que tiene una secuencia de nucleobases que es complementaria a un segmento correspondiente de un
acido nucleico diana, por ejemplo, una secuencia gendmica diana, pre-ARNm o molécula de ARNm. En algunas formas
de realizacion, un oligonucleétido antisentido tiene de 12 a 30 nucleobases de longitud.

El término "complementariedad" o "complementario" se refiere a la capacidad de emparejamiento de bases entre las
nucleobases de una primera cadena de &cido nucleico y las nucleobases de una segunda cadena de acido nucleico,
mediada por enlace de hidrégeno (por ejemplo, enlace de hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inverso)
entre nucleobases correspondientes. Por ejemplo, en el ADN, la adenina (A) es complementaria a la timina (T); y la
guanosina (G) es complementaria a la citosina (C). Por ejemplo, en el ARN, la adenina (A) es complementaria al uracilo
(U); y la guanosina (G) es complementaria a la citosina (C). En determinadas formas de realizacién, nucleobase
complementaria significa una nucleobase de un oligonucleétido antisentido que es capaz de emparejarse con una
nucleobase de su &cido nucleico diana. Por ejemplo, si una nucleobase en una determinada posicién de un oligonucleétido
antisentido es capaz de formar enlaces de hidrégeno con una nucleobase en una determinada posicién de un é&cido
nucleico diana, entonces la posiciéon de enlace de hidrégeno entre el oligonucleétido y el 4cido nucleico diana se considera
complementaria en ese par de nucleobases. Las nucleobases que comprenden determinadas modificaciones pueden
conservar la capacidad de emparejarse con una nucleobase contraparte y, por lo tanto, todavia son capaces de
complementariedad de nucleobases.
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Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para lograr resultados beneficiosos o deseados. Por ejemplo,
una cantidad terapéutica es aquella que logra el efecto terapéutico deseado. Esta cantidad puede ser igual o diferente de
una cantidad profilacticamente eficaz, que es una cantidad necesaria para prevenir la aparicién de una enfermedad o
sintomas de una enfermedad. Puede administrarse una cantidad eficaz en una o mas administraciones, aplicaciones o
dosis. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto terapéutico (es decir, una dosis eficaz) depende de los
compuestos terapéuticos seleccionados. Las composiciones pueden administrarse de una o més veces al dia a una o
més veces a la semana; incluyendo una vez cada dos dias. El experto en la técnica apreciara que determinados factores
pueden influir en la dosificacién y el tiempo necesarios para tratar eficazmente a un sujeto, incluidos, pero sin limitacién,
la gravedad de la enfermedad o trastorno, tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto y otras
enfermedades presentes. Ademés, el tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de los
compuestos terapéuticos descritos en el presente documento puede incluir un Unico tratamiento o una serie de
tratamientos.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "gadpmero" se refiere a un oligonucleétido antisentido quimérico
que comprende un segmento de hueco (gap) central que consiste en 2'-desoxirribonucledtidos contiguos, que es capaz
de activar la ARNasa H, flanqueado por dos segmentos de ala en los extremos 5'y 3', que comprenden cada uno uno o
més nucleétidos modificados, que confieren mayor resistencia a la degradacién por nucleasas.

El término "hibridacién”" se refiere al emparejamiento de bases de cadenas de acido nucleico complementarias y la
formacién de una estructura duplex. La hibridacién puede producirse entre cadenas de é&cido nucleico totalmente
complementarias o entre cadenas de &cido nucleico "sustancialmente complementarias" que contienen regiones
secundarias de emparejamiento erréneo. Aunque no se limita a un mecanismo particular, el mecanismo mas comun de
emparejamiento implica enlaces de hidrégeno, que pueden ser enlaces de hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o
Hoogsteen inverso, entre nucleobases complementarias de las cadenas de acido nucleico. Por ejemplo, adenina y timina
son nucleobases complementarias que se emparejan por medio de la formacidn de enlaces de hidrégeno. La hibridacion
puede producirse en circunstancias de rigurosidad variables. Tal como se utiliza en el presente documento, hibridacioén se
refiere al emparejamiento de bases de cadenas de &cido nucleico complementarias y la formacién de una estructura
duplex al menos en una condicién de rigurosidad relativamente baja, por ejemplo, puede usarse la hibridacién en 2X SSC
(cloruro de sodio 0,3 M, citrato de sodio 0,03 M), SDS al 0,1% a 37°C, seguida de lavado en solucién que contiene 4 X
SSC, SDS al 0,1% a 37°C, con un lavado final en 1 X SSC a 45°C.

El término "inhibir" o "inhibicién" se refiere a una reduccién o bloqueo de la expresién o la actividad de un &cido nucleico
o proteina diana y no indica necesariamente una eliminacion total de la expresién o la actividad de la diana.

El término "enlace internucleosidico" se refiere al enlace quimico entre nucleésidos.

El término "silenciamiento" o "silenciamiento de la expresion" se refiere a la expresién reducida de ARNm o proteina de
un gen después del tratamiento con un reactivo, por ejemplo, un oligonucleétido antisentido. El silenciamiento de la
expresion puede producirse durante la transcripcién, el corte y empalme del ARNm o la traduccién.

El término "emparejamiento erréneo" se refiere al caso en el que una nucleobase de una primera cadena de acido nucleico
no es complementaria a la nucleobase correspondiente de una segunda cadena de 4cido nucleico.

El término "secuencia de nucleobases" se refiere al orden de nucleobases contiguas independientemente de cualquier
azucar, enlace y/o modificaciéon de nucleobases.

El término "oligonucleétido" se refiere a un polimero de desoxirribonucleétidos (ADN) y/o ribonucleétidos (ARN) unidos,
cada uno de los cuales estd modificado o0 no modificado. A menos que se limite especificamente, el término abarca acidos
nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién similares a las del
acido nucleico natural, y acidos nucleicos que tienen enlaces internucleosidicos alternativos distintos de los enlaces
fosfodiéster.

El término "enlace fosforotioato" se refiere a un enlace entre nucledsidos en el que el enlace fosfodiéster se modifica
reemplazando uno de los atomos de oxigeno que no forma puente por un atomo de azufre.

El término "cadena sentido" se refiere a la cadena codificante, cadena plus o cadena que no es plantilla de la molécula de
ADN que consiste en una estructura bicatenaria. La cadena codificante tiene la misma secuencia que la secuencia de
ARNmM excepto que la timina (T) en el ADN se reemplaza por uracilo (U) en el ARN. Una "cadena antisentido" se refiere a
la cadena no codificante o cadena plantilla de la molécula de ADN, que actia como plantilla para la sintesis de ARNm.
Por lo tanto, la secuencia de la cadena antisentido es complementaria a la secuencia de la cadena sentido y el ARNm (U
en el ARN en lugar de T).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "bloqueador estérico” se refiere a un oligonucleétido antisentido
que se hibrida con un acido nucleico diana (por ejemplo, una secuencia genémica diana, pre-ARNm o molécula de ARNm)
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e interfiere con la transcripcién, el corte y empalme y/o la traduccidn del acido nucleico diana sin la activacion de ARNasa
H.

Tal como se utiliza en el presente documento, "que estéd dirigido" o "dirigido" se refiere al disefio y seleccién de un
oligonucleétido antisentido que puede hibridarse especificamente con un acido nucleico diana, por ejemplo, una secuencia
gendmica diana, pre-ARNm o molécula de ARNm, o un fragmento o variante de la misma, y modular la transcripcién, el
corte y empalme y/o la traduccién del &cido nucleico diana.

Tal como se utiliza en el presente documento, "tau" (también conocida como "proteina tau asociada a microtubulos",
MAPT, MSTD; PPND; DDPAC; MAPTL; MTBT1; MTBT2; FTDP-17, PPP1R103) se refiere a una proteina asociada a
microtubulos codificada por el gen MAPT. El gen de MAPT humano se mapea en la ubicacién cromosdémica 17921.1, y la
secuencia genémica del gen de MAPT humano puede encontrarse en GenBank en NG_007398.1 (SEQ ID NO: 304). Las
secuencias de intrones y exones de MAPT vy los puntos de ramificacién pueden determinarse basandose en el sitio de
Internet de la base de datos de genomas de Ensembl usando Transcript: MAPT-203 ENST00000344290. Debido al corte
y empalme alternativo complicado, ocho isoformas de tau estan presentes en el ser humano. El término "tau" se usa para
referirse colectivamente a todas las isoformas de tau. Las secuencias de proteina y ARNm para la isoforma tau humana
méas larga son:
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Proteina tau asociada a microtibulos (MAPT) de Homo sapiens, variante 6 de transcrito, ARNm
(NM_001123066.3)

1 ggacggecga geggeagggc geicgegege goecactagt ggecggagga gaaggetece
61 gcggaggecg cgetgeecge ceecteccct ggggaggcte gegtteecge tgetegegec
121 tgecgeegeee gecggectea ggaacgegee ctettegeeg gegegegece tegeagteac
181 cgecacceac cagetecgge accaacagea gegeegetee caccgeecac cttetgecge
241 cgccaccaca gecaccttet cetectecge tgtectetee cgtectegee tetgtegact

301 atcaggtgaa ctttgaacca ggatggcetga geeecgecag gagttcgaag tgatggaaga
301 tcacgetggg acgtacgggt tegegeacag gaaagatcag ggggectaca ceatgeacca
421 agaccaagag ggtgacacgg acgctggcct gaaagaatct cceetgeaga ceeecactga
481 ggacggatct gaggaaccgg geictgaaac ctetgatget aagageactc caacagegga
541 agatgtgaca geacccttag tggatgagee agetcecgge aageaggetg ccgegeagee
601 ccacacggag atcccagaag gaaccacage tgaagaagea ggeattggag acacceccag
6061 cctggaagac gaagetgctg gtcacgtgac ccaagagect gaaagtggta aggtegteca
721 ggaaggcttc ctccgagage caggececce aggtetgage caccagetea tgtecggeat
781 geetggggcet cecctectge ctgaggeece cagagaggec acacgecaac ctteggggac
841 aggacctgag gacacagagg geggeegecea cgecectgag ctgctcaage accagcettet
901 aggagacctg caccaggagg ggccgecgct gaaggggoca ggggecaaag agaggeccggg
961 gagcaaggag gagglggatg aagaccgega cgtegatgag tecteeccce aagacteece
1021 tecctecaag gectecccag cecaagatgg geggecteoe cagacagecyg ccagagaage
1081 caccagcate ccaggettee cageggaggg tgecateeee ctecctgtgg atttectete
1141 caaagtttcc acagagatce cagectcaga gecegacgge cccagtgtag gecggeccaa
1201 agggcaggat geecccctgg agttcacgtt tcacgtggaa atcacaccca acgtgcagaa
1261 ggagcaggeg cactcggagg agcatttggg aagggcetgca tttccagggg cecetggaga
1321 ggggccagag geceggggcce cotctitggg agaggacaca aaagaggctg accticcaga
1381 gcectetgaa aageagectg ctgetgetee gegggggaag cecgleagee gggteectea
1441 actcaaagct cgeatggtca gtaaaagcaa agacgggact ggaagcegatlg acaaaaaage
1501 caagacatcc acacgttcct ctgetaaaac cttgaaaaat aggecttgee ttagecccaa
1561 acaccceact cetggtaget cagaccetet gatccaacce tecageectg ctgtgtgece
1621 agagccacct tectetecta aatacgtete tictgtcact teccgaactg geagttetgg

1681 agcaaaggag atgaaactca agggggctea tggtaaaacg aagatcgeca caccgegegeg
1741 agcagcecct ccaggecaga agggecagge caacgecace aggattccag caaaaaccee
1801 gecegeteca aagacaccac ccagetetge gactaagcaa gtccagagaa gaccacceee
1861 tgcagggccee agatctgaga gaggtgaacc tccaaaatca ggggategea geggetacag
1921 cageccccgge tececaggea cteceggeag cegetecege acceegtecc ticcaaccee
1981 acccaccegg gageccaaga aggtggcagt gatecgtact ccacccaagt cgecgtette
2041 cgccaagage cgectgeaga cagecccegt geccatgeea gacctgaaga atgteaagte
2101 caagatcggce tccactgaga acctgaagea ccagecggga ggegggaagg tgcagataat
2161 taataagaag ctggatctta gcaacgtcca gtecaagtgt ggetcaaagg ataatatcaa
2221 acacgtcecg ggaggeggca gtetgcaaat agtctacaaa ccagttgace tgagcaaggt
2281 gacctccaag tgtggctcat taggcaacat ccatcataaa ccaggaggte gecaggtgea
2341 agtaaaatct gagaagcettg acttcaagga cagagtccag tcgaagattg ggtecctgga
2401 caatatcacc cacgtcectg geggaggaaa taaaaagatt gaaacccaca agetgacctt
2461 ccgegagaac gecaaageca agacagacca cggggcggag ategtgtaca agtcgecagt
2521 ggtgtetgge gacacgtete cacggeatcet cageaatgte tectecaccg geageatega
2581 catggtagac tcgeeccage tegecacgcet agetgacgag gtgtctgect cectggecaa
2641 gcagggttte tgatcaggce cetgggeceg teaataatty tggagageag agaatgagag
2701 agtgtggaaa aaaaaagaat aatgacccgg cececcgecct ctgececcag ctgetecteg
2761 cagttcggtt aattggttaa tcacttaacc tgettttgte acteggcttt ggetegggac

2821 ttcaaaatca gtgatgggag taagagcaaa tttcatcttt ccaaattgat gggtgggcta
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2881 gtaataaaat atttaaaaaa aaacattcaa aaacatggec acatccaaca tttectcagg
2941 caattccttt tgattctttt ticttccoce tocatgtaga agagggagaa ggagaggectc
3001 tgaaagetge ttctggggga trtcaaggga ctgggeatec caaccacctc tggeecotgtt

3061 gtggeggatet cacagaggca gtggcageaa caaaggattt gaaacttggt gtgttegtgg
3121 agccacagge agacgatgte aaccttgtgt gagtgtgacg gegattggoe tggoocggoa
3181 ggccacgggg gaggeegagg cagggeactgg geagagggga gaggaageac aagaagiggg
3241 agtgggagag gaagecacgt getggagagt agacatccec ctecttgoog ctgggagage
3301 caaggccetat gecacetgea gegtetgage ggeegectgt cettggtgge cgggegtgee
3361 ggectgetgt ggetecagtgt gecacectet geagggeage ctgtggeaga agggacageg
3421 ggtaaaaaga gaaggcaage tggeagaagg gtggcactte gtggatgace tecttagaaa
3481 agactgacct tgatgtettg agagegcetgg cetettecte cetecctgea gggtaggggs
3541 cctgagttga ggggctteee tetgetecac agaaaccetg tittattgag ttetgaaggt
3601 tggaactgct gecatgattt tggecacttt gcagacctgg gactttaggg ctaaccagtt
3661 ctctttgtaa ggacttgtge ctettggeag acgtecacce gtttccaage ctgggecact
3721 gucatctety gagtgtetes puatctugea geeagutece gageecectg teetteecac
3781 ggccactgea gtcacceegt ctgegecgct gtgetgttgt ctgccgtgag ageccaatea
3841 ctgcctatac cecteatcac acgtcacaat gteccgaatt cccagectca ccaccecttc
3901 tcagtaatga ccetggrtge ttgcaggagg tacctactee atactgaggg tgaaattaag
3961 ggaaggceaaa gtecaggeac aagagtggga ceccagecte teactcteag ttecacteat
4021 ccaaclggga cceleaccac gaalctealg alclgallecg gliceetgle leclecteee
4081 gtcacagatg tgagccaggg cactgeteag ctgtgacect aggtgttict gecettgttga
4141 catggagaga gcectttcce ctgagaaggc ctggecectt cetgtgetga geccacagea
4201 gcaggctggg tetcttggtt gtcagtggatg gecaccaggat ggaaggecaa ggeacecagg
4261 gcaggeecac agteccgetg teeeccactt geacectage ttgtagetge caacetecca
4321 gacagcccag cecgetgete agetccacat geatagtatc ageectecac accegacaaa
4381 ggggaacaca cccecttgga aatggttctt ttccccecagt cccagetgga agecatgetg
4441 tetgttetge tggageaget gaacatatac atagatgttg cectgeecte cecatetgea
4501 ccctgttgag ttgtagtigg atttgtctgt ttatgettgg attcaccaga gtgactatga

4561 tagtgaaaag aaaaaaaaaa aaaaaaaagg acgeatgtat cttgaaatge ttgtaaagag
4621 gtttctaacc caccctcacy aggtgtetct cacccccaca ctgggacteg tgtggectgt
4681 gtggtgccac cctgetgggg ceteccaagt titgaaagge tttcctcage acctgggace
4741 caacagagac cagcttctag cagctaagga ggecgttcag ctgtgacgaa ggectgaage
4801 acaggattag gactgaagceg atgatgtccc cttecctact teceettggg gotecotgtg
4861 tcagggcaca gactaggtet tgtggetget ctggcttgeg gegegaggat ggattetetct
4921 ggtcatagee cgaagtctea tggeagtece aaaggaggct tacaactect geatcacaag
4981 aaaaaggaag ccactgccag ctggggggat ctgeagetee cagaagcetcee gtgagectca
5041 gecaccecte agactgggtt cetetecaag ctegeectct ggagggegcag cgeagectee
5101 caccaagggc cctgegacca cageagggat tgggatgaat tgectgtect ggatetgete
5161 tagaggccca agetgectge ctgaggaagg atgacttgac aagtcaggag acactgttee
5221 caaagccttg accagageac ctcageccge tgaccttgea caaactccat ctgetgecat
5281 gagaaaaggyg aagccgectt tgcaaaacat tgctgectaa agaaactcag cagectcagg
5341 cccaattetg ccacttetgg titgggtaca gttaaaggea accctgaggg acttggeagt
5401 agaaatccag ggcctecect ggggctgeca gettegtgte cagetagage tttacctgaa
5461 aggaagtcte tgggeecaga actetecace aagagectee ctgeegticg ctgagteeca
5521 geaattctee taagttgaag geatctgaga aggagaagya aatgtggogt agatttgets
5581 gtggttagag atatgccecc ctcattactg ccaacagttt cggetgeatt tettcacgea
5641 ccteggttec tettectgaa gticttgtge cetgetettc ageaccatgg gecticttat

5701 acggaaggct ctgggatcte ceecttgtgg ggeaggetet tggggccage ctaagatcat

5761 getttageet gatcagroct ggcagataaa ttgaaaaggec acgetggctt gtearcttaa
5821 atgaggacaa tcecccecagg getgggcact cetecectee ceteacttet ceccacctgea
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5881 gagccagtgt cettgggtge getagatagg atatactgta tgecggctee ttcaagetge
5941 tgactcactt tatcaatagt tccatttaaa ttgacttcag tggtgagact gtatcctgtt
6001 tgctattgct tgttgtacta tggggggage gogcagoaat gtgtaagata gttaacatgg
6061 gcaaagggag atcttgeget gcageactta aactgecteg taaccctttt catgatttca
6121 accacatttg ctagagggag ggagcageca cggagttaga ggeecttgge gtttetettt
6181 tccactgaca ggcttteeca ggcagetggc tagttcatte cctececcage caggtgcage
6241 cgtaggaata tggacatctg gttectttgg cetgetgecc tetttcagge gtectaagee
6301 cacaatcatg cctcectaag accttggeat cctteectet aagecgttgg cacctetgty
6361 ccacctctea cactggetee agacacacag cotgtgettt tggagcetgag atcacteget
6421 tcaccctect catctttgtt ctccaagtaa agecacgagg tcggggcgag ggcagaggte
6481 atcacctgcg tgteccatet acagacctge agettcataa aacttcetgat ttetettcag
6541 ctttgaaaag ggttaccctg ggcactggee tagagectca cetectaata gacttageee
6601 catgagtttg ccatgttgag caggactatt tctggcactt geaagtecca tgatttctte
6661 ggtaattctg agggteggoo gaggogacatg aaatcatctt agettagett tetgtctgtg
6721 aatgtctata tagtgtattg tgtettttaa caaatgattt acactgactg ttgctgtaaa

6781 agtgaattte gaaataaagt tattactctg attaaa (SEQ ID NO: 305)

Isoforma 6 de proteina tau asociada a microtibulos de Homo sapiens (NP_001116538 2)

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD
AGLKESPLQT PTEDGSEEPG SETSDAKSTP TAEDVTAPLV DEGAPGKQAA
AQPHTEIPEG TTAEEAGIGD TPSLEDEAAG HVTQEPESGK VVQEGFLREP
GPPGLSHQLM SGMPGAPLLP EGPREATRQP SGTGPEDTEG GRHAPELLKH
QLLGDLHQEG PPLKGAGGKE RPGSKEEVDE DRDVDESSPQ DSPPSKASPA
QDGRPPQTAA REATSIPGFP AEGAIPLPVD FLSKVSTEIP ASEPDGPSVG
RAKGQDAPLE FTFHVEITPN VQKEQAHSEE HLGRAAFPGA PGEGPEARGP
SLGEDTKEAD LPEPSEKQPA AAPRGKPVSR VPQLKARMVS KSKDGTGSDD
KKAKTSTRSS AKTLKNRPCL SPKHPTPGSS DPLIQPSSPA VCPEPPSSPK
YVSSVTSRTG SSGAKEMKLK GADGKTKIAT PRGAAPPGQK GQANATRIPA
KTPPAPKTPP SSATKQVQRR PPPAGPRSER GEPPKSGDRS GYSSPGSPGT
PGSRSRTPSL PTPPTREPKK VAVVRTPPKS PSSAKSRLQT APVPMPDLKN
VKSKIGSTEN LKHQPGGGKV QIINKKLDLS NVQSKCGSKD NIKHVPGGGS
VQIVYKPVDL SKVTSKCGSL GNTHHKPGGG QVEVKSEKLD FKDRVQSKIG
SLDNITHVPG GGNKKIETHK LTFRENAKAK TDHGAEIVYK SPVVSGDTSP
RIILSNVSSTG SIDMVDSPQL ATLADEVSAS LAKQGL (SEQ ID NO: 306)

Las secuencias de ARNm y proteina de las otras isoformas de tau humana pueden encontrarse en GenBank con los
siguientes nimeros de acceso:

isoforma 1 de tau: NM_016835.4 (ARNm) -> NP_058519.3 (proteina);

isoforma 2 de tau: NM_005910.5 (ARNm) -> NP_005901.2 (proteina);

isoforma 3 de tau: NM_016834.4 (ARNm) -> NP_058518.1 (proteina);

isoforma 4 de tau: NM_016841.4 (ARNm) -> NP_058525.1 (proteina);

isoforma 5 de tau: NM_001123067.3 (ARNm) -> NP_001116539.1 (proteina),

isoforma 7 de tau: NM_001203251.1 (ARNm) -> NP_001190180.1 (proteina);

isoforma 8 de tau: NM_001203252.1 (ARNm) -> NP_001190181.1 (proteina).
Tal como se utiliza en el presente documento, la proteina tau humana también abarca proteinas que tienen en su longitud
completa al menos aproximadamente el 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de

secuencia con cualquiera de las isoformas de tau. Las secuencias de proteinas tau murinas, de macaco y de otros
animales son conocidas en la técnica.
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La expresion "enfermedad asociada a tau" incluye, pero sin limitaciéon, una enfermedad asociada con la expresion,
secrecion, fosforilacién, escision y/o agregacién anémala de la proteina tau. Las enfermedades asociadas a tau incluyen,
pero sin limitacion, enfermedad de Alzheimer (EA), esclerosis lateral amiotréfica/complejo de parkinsonismo-demencia
(ALS-PDC), demencia argirofilica granulosa (AGD), angiopatia amiloide de tipo britanico, angiopatia amiloide cerebral,
encefalopatia traumatica crénica (CTE), degeneracién corticobasal (CBD), enfermedad de Creutzfeldt-dakob (CJD),
demencia pugilistica, ovillos neurofibrilares difusos con calcificaciéon, sindrome de Down, sindrome de Dravet, epilepsia,
demencia frontotemporal (FTD), demencia frontotemporal con parkinsonismo asociada al cromosoma 17 (FTDP-17),
degeneracion lobular frontotemporal, ganglioglioma, gangliocitoma, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker,
enfermedad de Halervorden-Spatz, enfermedad de Huntington, miositis de cuerpos de inclusién, encefalopatia plimbica,
enfermedad de Lytico-Bodig, meningioangiomatosis, atrofia multisistémica, distrofia mioténica, enfermedad de Niemann-
Pick tipo C (NP-C), enfermedad de neuronas motoras no de Guam con ovillos neurofibrilares, enfermedad de Pick (PiD),
parkinsonismo postencefalitico, angiopatia amiloide cerebral por proteina priénica, gliosis subcortical progresiva, paralisis
supranuclear progresiva (PSP), panencefalitis esclerosante subaguda, demencia solo con ovillos, demencia predominante
de ovillos, demencia multiinfarto, accidente cerebrovascular isquémico o esclerosis tuberosa.

Eltérmino "homologia" o "identidad" se refiere a la identidad de secuencia de subunidad entre dos moléculas poliméricas,
por ejemplo, entre dos moléculas de acido nucleico, tales como dos moléculas de ADN o dos moléculas de ARN, o entre
dos moléculas polipeptidicas. Cuando una posicién de subunidad en ambas moléculas estd ocupada por la misma
subunidad monomérica; por ejemplo, si una posicién en cada una de dos moléculas de ADN esta ocupada por adenina,
entonces son homélogas o idénticas en esa posicién. La homologia entre dos secuencias es una funcién directa del
ndmero de posiciones coincidentes u homologas; por ejemplo, si la mitad (por ejemplo, cinco posiciones en un polimero
de diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias son homdlogas, las dos secuencias son el 50%
homblogas; si el 90% de las posiciones (por ejemplo, 9 de 10), son coincidentes u homélogas, las dos secuencias son el
90% homélogas. El porcentaje de "identidad de secuencia" se puede determinar comparando dos secuencias alineadas
Optimamente a lo largo de una ventana de comparacidn, pudiendo comprender el fragmento de la secuencia de
aminoécidos en la ventana de comparacion adiciones o deleciones (por ejemplo, huecos o salientes) en comparacién con
la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias.
El porcentaje se puede calcular determinando el nimero de posiciones en las que aparece el residuo de aminoéacido
idéntico en ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones
coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para
proporcionar el porcentaje de identidad de secuencia. El resultado es el porcentaje de identidad de la secuencia objeto
con respecto a la secuencia de la consulta.

El término "aislado"” se refiere a alterado o retirado del estado natural. Por ejemplo, un &cido nucleico o un péptido presente
de forma natural en un animal vivo no esté "aislado", pero el mismo &cido nucleico o péptido parcialmente o completamente
separado de los materiales coexistentes en su estado natural esta "aislado". Un acido nucleico o proteina aislados pueden
existir en forma sustancialmente purificada, o pueden existir en un entorno no nativo tal como, por ejemplo, una célula
huésped.

El término "tratar’ o "tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas,
siendo el objetivo prevenir o ralentizar un cambio o trastorno fisioldgico no deseado. Para el propésito de la presente
invencién, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero sin limitacién, alivio de los sintomas, disminucién
de la magnitud de la enfermedad, estado estabilizado (es decir, sin empeoramiento) de la enfermedad, retraso o
ralentizacion de la progresion de la enfermedad, mejora o paliacién. del estado patolégico y remisidén (ya sea parcial o
total), tanto detectable como indetectable. "Tratamiento" también puede significar prolongar la supervivencia en
comparacién con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

El término "sujeto" se refiere a un animal, humano o no humano, al que se le proporciona el tratamiento segln los
procedimientos de la presente invencién. Se contemplan aplicaciones veterinarias y no veterinarias. El término incluye,
pero sin limitacién, mamiferos, por ejemplo, seres humanos, otros primates, cerdos, roedores, tales como ratones y ratas,
conejos, cobayas, hdmsteres, vacas, caballos, gatos, perros, ovejas y cabras. Los sujetos tipicos incluyen seres humanos,
animales de granja y mascotas domésticas tales como gatos y perros.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende comlUnmente un experto en la técnica a la que pertenece la presente invencion.
Aunque se pueden utilizar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento
para poner en préactica la invencién, a continuacién se describen procedimientos y materiales adecuados. En caso de
conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluidas las definiciones. Ademés, los materiales, procedimientos
y ejemplos son solamente ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Los detalles de una o mas formas de realizacién de la invencién se exponen en los dibujos adjuntos y la descripcién a

continuacién. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencién resultaran evidentes a partir de la descripcién y los
dibujos, y de las reivindicaciones.
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Oligonucleétidos antisentido

Los oligonucleétidos antisentido (ASO) son agentes potentes y versétiles utilizados en una cantidad creciente de
aplicaciones que incluyen reduccién de ARN, detencién de la traduccién, inhibicién de miARN, modulacién de corte y
empalme y seleccidn de sitios de poliadenilacién. Un oligonucleétido antisentido se une a un acido nucleico diana cuando
un numero suficiente de nucleobases del oligonucleétido antisentido pueden formar enlaces de hidrégeno con las
nucleobases correspondientes del acido nucleico diana, y modula la transcripcién y/o traduccidn del 4cido nucleico diana.
Por lo tanto, la secuencia de nucleobases de un oligonucleétido antisentido es complementaria a la secuencia de
nucleobases de un 4cido nucleico diana, por ejemplo, una secuencia gendmica diana, pre-ARNm o molécula de ARNm.
La hibridacién se produce cuando se forman enlaces de hidrégeno (por ejemplo, enlaces de hidrégeno de Watson-Crick,
Hoogsteen o Hoogsteen inverso) entre las nucleobases complementarias del oligonucleétido antisentido y el &cido
nucleico diana. Las nucleobases no complementarias entre un oligonucleétido antisentido y un acido nucleico diana
pueden tolerarse siempre que el oligonucleétido antisentido siga siendo capaz de hibridarse especificamente con un &cido
nucleico diana.

Los ASO se pueden disefiar para disminuir la expresién de una proteina diana de maneras dependientes de RNasa H o
independientes de RNasa H (véase Watts JK, et al., J Pathol. Enero de 2012; 226(2): 365-379. Cuando un ASO que
comprende un tramo contiguo de ADN se hibrida con un ARN diana, el heterodlplex de ADN-ARN recluta RNasa H, que
escinde el ARN diana en el duplex y promueve la degradacién posterior de los fragmentos de ARN por nucleasas celulares.
Los ASO también pueden disminuir la expresién diana independientemente de la ARNasa H bloqueando estéricamente
el procesamiento de pre-ARNm y/o la traduccién del ARNm en proteina.

En el presente documento se proporcionan oligonucleétidos antisentido dirigidos a proteina tau asociada a microtubulos
(MAPT) segun las reivindicaciones.

En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento tienen una
secuencia de nucleobases que es el 100% complementaria (es decir, totalmente complementaria) a un segmento de ADN
genémico de MAPT, ARNpre-m o ARNm. Tal como se utiliza en el presente documento, "totalmente complementaria” o "el
100% complementaria” se refiere a que cada nucleobase de un compuesto antisentido es capaz de realizar un
emparejamiento de bases preciso con las nucleobases correspondientes de un acido nucleico diana. Por ejemplo, un
compuesto antisentido de 20 nucleobases es totalmente complementario a una secuencia diana que tiene 400
nucleobases de longitud, siempre que haya una porcién de 20 nucleobases correspondiente del 4cido nucleico diana que
sea completamente complementario al compuesto antisentido.

Modificacién quimica de oligonucleétidos antisentido

Los oligonucleétidos consisten en unidades repetidas de nucleétidos que estan unidas entre si por enlaces fosfodiéster
internucleosidicos. Cada nucleétido estd compuesto por un nucleésido, que comprende una nucleobase unida a un resto
de azucar, y uno o mas grupos fosfato unidos covalentemente al resto de azulcar. Los enlaces fosfodiéster estan
compuestos por un residuo de azucar (ribosa para ARN o desoxirribosa para ADN, colectivamente furanosa) unido a
través de un enlace glicosidico a una base de purina (guanina y/o adenina) y/o pirimidina (timina y citosina para ADN; y
uracilo y citosina para ARN).

Los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento pueden contener una o mas subunidades de
nucleétidos y/o enlaces internucleosidicos modificados. Las modificaciones quimicas en oligonucleétidos abarcan
cambios en los enlaces internucleosidicos, restos de azucar, nucleobases y/o esqueletos. Las modificaciones pueden
mejorar la estabilidad, la eficacia y/o reducir la inmunogenicidad de los oligonucleétidos antisentido. Por ejemplo, los
oligonucleétidos pueden modificarse para que tengan una mayor resistencia a nucleasas, una mayor afinidad de unién
por la diana de acido nucleico, una mayor captacién celular y/o una mayor actividad inhibidora en comparacién con los
oligonucleétidos no modificados.

Los enlaces fosfodiéster se modifican dando otros enlaces que contienen fésforo tales como enlace fosforotioato. En las
presentes formas de realizacién, cada enlace internucleosidico de un oligonucleétido antisentido es un enlace
internucleosidico fosforotioato.

Los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento incluyen restos de azulcar modificados
quimicamente. Los oligonucleétidos antisentido incluyen una modificacién en 2' en el anillo de furanosa, formacién de
puentes de los dtomos del anillo no geminales para formar acidos nucleicos biciclicos (BNA), sustitucién del atomo de
oxigeno del anillo de azucar por otros dtomos, o combinaciones de los mismos. Un ejemplo de modificaciéon en 2' incluye
2'-O-metoxietilo (2'-O-MOE).

En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento pueden

incluir la sustitucién de un nucleétido en una posicién dada por una versién modificada del mismo nucleétido. Por ejemplo,
un nucleétido (C) puede reemplazarse por la correspondiente 5-metilcitosina.
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En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento incluyen
oligonucleétidos modificados quimicamente que reducen la inmunogenicidad de los oligonucleétidos. Por ejemplo, se ha
demostrado que los oligonucledtidos que contienen 5-metilcitosina o modificaciones 2'-O-MOE muestran una reducciéon
de la estimulacidén inmunitaria en ratones (Henry S. et al., J Pharmacol Exp Ther. Febrero de 2000; 292(2):468-79). En
algunas formas de realizacidn, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento incluyen 5-
metilcitosinas en lugar de citosinas. En algunas formas de realizacion, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en
el presente documento incluyen modificaciones 2'-O-MOE (representadas como *). En algunas formas de realizacién, los
oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento incluyen 5-metilcitosinas y modificaciones 2' MOE.

Géapmeros

Los oligonucleétidos antisentido que comprenden un tramo contiguo de ADN pueden reclutar endonucleasa RNasa H
celular para el heterodiplex ARN:ADN diana y escindir el ARN diana en el daplex ARN:ADN. Los gapmeros son
compuestos antisentido quiméricos. Los compuestos antisentido quiméricos contienen normalmente al menos una regién
modificada para conferir un aumento de la resistencia a la degradacién por nucleasas, un aumento de la captacién celular,
un aumento de la afinidad de unién por el acido nucleico diana y/o un aumento de la actividad inhibidora, y una segunda
regiéon que tiene nucledtidos que son quimicamente diferentes de los nucleétidos de la primera regién.

Los gapmeros tienen un segmento de hueco central que consiste en un tramo de 2'-desoxirribonucleétidos contiguos,
ubicados entre dos segmentos de ala que consisten en nucleétidos modificados en los extremos 5'y 3'. El segmento de
hueco sirve como sustrato para la escisidn por endonucleasa RNAsa H, mientras que los segmentos de ala con
nucleétidos modificados confieren un aumento de la resistencia a la degradacidén por otras nucleasas. El segmento de
ala-hueco-ala puede describirse como "X-Y-Z", en el que "X" representa la longitud del ala 5', "Y" representa la longitud
del hueco, y "Z" representa la longitud del ala 3'. "X" y "Z" pueden comprender restos de azlcar uniformes, variantes o
alternantes.

En algunas formas de realizacién, el segmento de hueco central de un gapmero consiste en diez (10) 2-
desoxirribonucleétidos contiguos; y los segmentos de ala 5' y 3' comprenden uno o mas nucleétidos modificados en 2'. Se
ha descrito que un oligonucleétido quimérico que comprende un tramo de hasta cuatro 2'-desoxirribonucleétidos contiguos
no activa la ARNasa H. Véase la patente de Estados Unidos N° 9.157.081. En algunas formas de realizacién, los
oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT proporcionados en el presente documento son gapmeros que comprenden
diez 2'-desoxirribonucleétidos contiguos. La modificacién en 2' es 2'-O-metoxietilo (2'-O-MOE).

En algunas formas de realizacion, los gapmeros dirigidos a MAPT son gapmeros 5-10-5 que tienen 20 nucledsidos de
longitud, en los que el segmento de hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y esté flanqueado por segmentos
de ala 5'y 3', comprendiendo cada uno cinco nucleésidos, cada uno con una modificacién en 2'.

En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT proporcionados en el presente
documento son gapmeros que consisten en cualquiera de las secuencias de nucleobase proporcionadas en cualquiera
de las tablas 11. Tal como se detalla en los ejemplos més adelante, los gapmeros se disefiaron para que se dirijan a
secuencias que rodean el codén de inicio, el exdn 1 o la regién 3' no traducida (UTR) del transcrito de MAPT. En algunas
formas de realizacién, los gapmeros se disefiaron para que se dirijjan a 3' UTR.

En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT proporcionados en el presente
documento son gapmeros 5-10-5 que comprenden cualquiera de las secuencias de nucleobase proporcionadas en
cualquiera de las tablas 9-15 y 17, en las que del primer al quinto nucledtidos comprenden cada uno un nucleésido
modificado 2'-O-MOE, en las que del sexto al decimoquinto nucleétidos comprenden cada uno un 2'-desoxinucleésido, y
en las que del decimosexto al vigésimo nucleétidos comprenden cada uno un nucleésido modificado 2'-O-MOE.

Secuencias genémicas de MAPT a las que se dirigen oligonucleétidos antisentido

En algunas formas de realizacion, los oligonucleétidos antisentido se disefian para que se dirijan a una regién particular
de la secuencia gendmica de MAPT (nUmero de acceso de GenBank. NG_007398.1; SEQ ID NO: 304) o una regi6n del
ARNmMm o transcrito de tau correspondiente (SEQ ID NO: 306). Las secuencias de intrones y exones de MAPT y los puntos
de ramificacién se determinaron basandose en el sitio de Internet de la base de datos de genomas de Ensembl usando
Transcript: MAPT-203 ENST00000344290. El cribado de exones, intrones y uniones intron/exén del gen MAPT humano
reveld que el direccionamiento a algunas regiones en el gen o transcrito MAPT mediante oligonucleétidos antisentido es
més eficaz para reducir la expresion de tau que el direccionamiento a otras regiones. Por ejemplo, la tabla 1 enumera
secuencias de algunas regiones preferidas en el gen o transcrito de MAPT a las que pueden dirigirse oligonucleétidos
antisentido.

En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento comprenden
una secuencia de nucleobases que es el 100% complementaria a la SEQ ID NO: 480.
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Tabla 1: Secuencias genémicas MAPT, de ARNm
antisentido de tau.

o de pre-ARNm seleccionadas a las que se dirigen oligonucleétidos

{Secuencias gendémicas de MAPT {SEQ :Ubicacién :Secuencia de ARNm o de pre-ARNm de'
§se|eccionadas (cadena antisentido) a las que {ID IMAPT correspondiente a la que se dirige
ise dirigen ASO de tau NO :ASO de tau :
f 292  Unién :

lintrén/exon

: ACGCTGGCCTGAAAGGTTAGTGG i1 ! GUCCACUAACCUUUCAGGCCA

AC

. GOGU (SEQ ID NO: 503)

AAAAGCCAAGGTAAGCTGACGAT
L GC

293 iUnién _
fintron/exén
5 : GCAUCGUCAGCUUACCUUG
‘ : GCUUUU (SEQ ID NO: 504)

 TTTTATATTTTATCAGCTCGCATG
G

294  iUnién
lintron/exén i
5 : CCAUGCGAGCUGAUAAAAUAU
: AAAA (SEQ ID NO: 505)

iACCCACAAGCTGACCTTCCG

ACCAGCTGAAGAAGCAGGCATTG
 GAGACAC

295 Ex6n13  {CGGAAGGUCAGCUUGUGGGU (SEQ ID NO::

1487)

| GUGUCUCCAAUGCCUGCUUCU
. UCAGCUGGU (SEQ ID NO: 488)

iintrénfexon
‘11 ! GACUAUUUGCACCUGGAGAUG
. AGAG (SEQ ID NO: 506)

489)

491)
CGTCCCTGGCGGAGGAAA 1301 | Exon12ZJQUzL;CCUCCGCCAGGGACG """ (SEQ ID NO:'
TGGTCAGTAAAAGCAAAGAC """""""""""""""""""""""" 302 | Exon5 """"""" éiég):ﬁUUé'éUU'L'J'UXCU&K(S&K"(é"E"&"ibmiii"d:"é
%CTGGAAGCGATGACAAAAAA 303 gExc’)n 5 éZJQU“L)JUUUGUCAUCGCUUCCAG (SEQ ID No:é
%CCTTGCTCAGGTCAACTGGT 479 gExc’)n 12 22\9C5(§AGUUGACCUGAGCAAGG (SEQ ID No:é
\GGTTGACATCGTCTGCCTGT . 480 UTR3QQCSGGCAGACGAUGUCAACC(SEQIDNO
GTCCCACTCTTGTGCCTRGA Zé‘i"""‘g‘[ﬁﬁé"é‘ “““““““ éggc‘)iﬁéééﬁéMéAéUé‘ééAa'(é‘é'dm{t')‘"i‘\i‘é‘:"é
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iSecuencias gendémicas de MAPT |SEQ :Ubicacién ESecuencia de ARNm o de pre-ARNm dei
iseleccionadas (cadena antisentido) a las que {ID :MAPT correspondiente a la que se dirige:
'se dirigen ASO de tau NO :ASO de tau

'GACATCGTCTGCCTGTGGCT 482 UTR 3 AGCCACAGGCAGACGAUGUC (SEQ ID NO
f 1498)

iCCCACTCTTGTGCCTGGACT 483 UTR3 EAGUCCAGGCACAAGAGUGGG (SEQ ID NO::
1499)
iGTCCCAGGTCTGCAAAGTGG 484 §UTR 3 {CCACUUUGCAGACCUGGGAC (SEQ ID NO:E
:500)
iGTCTGCCTGTGGCTCCACGA 485 UTR3 EUCGUGGAGCCACAGGCAGAC (SEQ ID NO:i
% : i501) :
iAGTCACTCTGGTGAATCCAA 486 §UTR 3 {UUGGAUUCACCAGAGUGACU (SEQ ID NO
; :502) :

Conjugados de oligonucleétidos antisentido

La conjugacién de oligonucleétidos antisentido con otro resto puede mejorar la actividad, la captacién celular y/o la
distribucién tisular de los oligonucleétidos antisentido. Por ejemplo, los oligonucleétidos antisentido pueden estar
covalentemente unidos a uno o mas compuestos de diagnéstico, grupo informador, agente de reticulacién, resto que
confiere resistencia a nucleasas, molécula lipéfila, colesterol, lipido, lectina, enlazador, esteroide, uvaol, hecgenina,
diosgenina, terpeno, triterpeno, sarsasapogenina, friedelina, acido litocélico derivatizado con epifriedelanol, vitamina,
biotina, carbohidrato, dextrano, tinte, pululano, quitina, quitosano, carbohidrato sintético, oligolactato 15-mérico, polimero
natural, polimero de bajo o medio peso molecular, inulina, ciclodextrina, acido hialurénico, proteina, agente de unién a
proteinas, molécula de direccionamiento a integrina, policatibénico, péptido, poliamina, mimético de péptido, transferrina,
cumarinas, fenazina, folato, fenantridina, antraquinona, acridina, fluoresceinas y/o rodaminas.

En algunos aspectos de la divulgacién, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento estén
unidos a una molécula enlazadora. En algunas formas de realizacién, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en
el presente documento estdn unidos a lipidos o colesterol. En algunas formas de realizacidn, los oligonucleétidos
antisentido estén unidos a liposomas neutros (NL) o nanoparticulas lipidicas (LNP). Las LNP son sistemas basados en
lipidos cati6nicos de autoensamblaje, que pueden comprender, por ejemplo, un lipido neutro (la base del liposoma); un
lipido catiénico (para la carga de oligonucleétidos); colesterol (para estabilizar los liposomas);, y PEG-lipido (para
estabilizar la formulacién, apantallamiento de carga y circulacién extendida en el torrente sanguineo). Los liposomas
neutros (NL) son particulas no catidnicas basadas en lipidos.

En algunos aspectos de la divulgacién, los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento estén
unidos a un acido graso, por ejemplo, un acido graso omega-3 o un acido graso omega-6. Los acidos grasos omega-3
adecuados incluyen, por ejemplo, acido alfa-linolénico (ALA), acido docosahexaenoico (DHA), acido eicosapentaenoico
(EPA), acido docosapentaenocico (DPA), 4&cido eicosatetraenoico (ETA), acido eicosatriencico (ETE), &cido
eicosapentaenoico (EPA), acido hexadecatrienoico (HTA), 4cido heneicosapentaenoico (HPA), 4cido estearidénico (SDA),
acido tetracosapentaenoico y acido tetracosahexaenoico.

Evaluacién de las actividades de oligonucleétidos antisentido

La actividad de los oligonucleétidos antisentido puede evaluarse in vitro o in vivo. Para la evaluacién in vitro, los ASO se
pueden introducir en células cultivadas mediante transfeccién o electroporacion. Después de un periodo de tratamiento,
se puede determinar el nivel de expresiéon de MAPT (tau) en las células tratadas con ASO y compararlo con el nivel de
expresion de MAPT (tau) en las células de control no tratadas.

El nivel de expresion de MAPT puede determinarse mediante cualquier procedimiento apropiado, por ejemplo, mediante
la cuantificacién del nivel de ARNm de MAPT, la medicién de la cantidad de ADNc producido a partir de la transcripcién
inversa de ARNm de MAPT, o la determinacién de la cantidad de proteina tau. Estos procedimientos se pueden realizar
muestra por muestra o se pueden modificar para realizar un anélisis de alto rendimiento.

El nivel de ARNm de MAPT puede detectarse y cuantificarse mediante una sonda que se hibrida especificamente con un
segmento de transcrito de MAPT, por ejemplo, mediante analisis por inmunotransferencia Northern. El nivel de ARNm de
MAPT también puede detectarse y cuantificarse mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), usando un par de
cebadores que reconocen el transcrito de MAPT. Se describen procedimientos generales para la PCR en MacPherson et
al., PCR: A Practical Approach, IRL Press en Oxford University Press (1991)). Sin embargo, las condiciones de PCR
utilizadas para cada reaccidén de aplicacién se determinan empiricamente. Varios parametros influyen en el éxito de una
reaccion, por ejemplo, la temperatura y el tiempo de hibridacién, el tiempo de extension, la concentracion de Mg?* y/o ATP,
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el pH, y la concentracién relativa de cebadores, plantillas y/o desoxirribonucleétidos. Después de la amplificacién, los
fragmentos de ADN resultantes pueden detectarse mediante electroforesis en gel de agarosa seguido de visualizacion
con tincién con bromuro de etidio e iluminacion ultravioleta.

En algunas formas de realizacién, el nivel de ARNm de MAPT puede detectarse y cuantificarse mediante PCR cuantitativa
en tiempo real, que supervisa la amplificacién de &cido nucleico diana incorporando simultaneamente un tinte o indicador
detectable durante la etapa de amplificacién, usando cualquier sistema de PCR en tiempo real disponible comercialmente.

Alternativamente, se puede afiadir una marca directamente a la muestra de acido nucleico original (por ejemplo, ARNm,
poliA, ARNm, ADNc, etc.) o al producto de amplificacién después de que se complete la amplificaciéon. Los medios de
unidén de marcas a &cidos nucleicos son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, por ejemplo, traduccién
de mellas o marcaje de extremos (por ejemplo, con un ARN marcado) mediante quinasacién del &cido nucleico y posterior
union (ligadura) de un enlazador de acido nucleico que une el 4cido nucleico de muestra a una marca (por ejemplo, un
fluoréforo).

Las marcas detectables adecuadas para su uso en la presente invencién incluyen cualquier composicién detectable
mediante medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos o quimicos. Las
marcas Utiles en la presente invencién incluyen biotina para la tincién con un conjugado de estreptavidina marcado, perlas
magnéticas (por ejemplo, Dynabeads™), tintes fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rojo texas, rodamina, proteina
fluorescente verde y similares), radiomarcas (por ejemplo, 3H, 1251, 35S, 14C o 32P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa
de rabano picante, fosfatasa alcalina y otros usados cominmente en un ELISA) y marcas colorimétricas tales como oro
coloidal o perlas de vidrio o plastico coloreado (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.). Las patentes que
muestran el uso de tales marcas incluyen las patentes de Estados Unidos N° 3.817.837, 3.850.752, 3.939.350, 3.996.345,
4.277.437,4.275.149 y 4.366.241.

La deteccién de marcas es bien conocida por los expertos en la técnica. Por lo tanto, por ejemplo, las radiomarcas pueden
detectarse usando una pelicula fotogréfica o contadores de centelleo, los marcadores fluorescentes pueden detectarse
usando un fotodetector para detectar la luz emitida. Las marcas enziméticas se detectan habitualmente proporcionando
a la enzima un sustrato y detectando el producto de reaccién producido por la accién de la enzima sobre el sustrato, y las
marcas calorimétricas se detectan simplemente visualizando la marca coloreada. Para una revisién detallada sobre los
procedimientos para marcar acidos nucleicos y detectar acidos nucleicos hibridados marcados, véase Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 24: Hybridization with Nucleic Acid Probes, P. Tijssen, ed. Elsevier,
N.Y. (1993).

La actividad de los oligonucleétidos antisentido también puede evaluarse midiendo los niveles de proteina tau usando los
procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el nivel de proteina tau puede cuantificarse mediante analisis de
transferencia Western (inmunotransferencia), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunochistoquimica,
inmunoensayos, inmunoprecipitaciéon, ensayos inmunofluorescentes, inmunocitoquimica, clasificacién celular activada por
fluorescencia (FACS), radioinmunoensayos, ensayos inmunorradiométricos, cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), espectrometria de masas, microscopia confocal, ensayos enzimaticos o resonancia de plasmén superficial
(SPR).

La actividad in vivo de oligonucleétidos antisentido también puede evaluarse en modelos animales. La evaluacién se
puede realizar en animales normales o en modelos animales con enfermedad experimental. Los oligonucleétidos
antisentido pueden formularse en un diluyente farmacéuticamente aceptable y administrarse mediante una via de
administracién adecuada. Después de un periodo de tratamiento, se pueden recoger muestras de tejido, por ejemplo,
tejido cerebral, liquido cefalorraquideo (LCR), médula espinal, y se puede medir el nivel de expresiéon de tau usando
cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente. Se puede realizar analisis histolégico para evaluar la estructura
cerebral y/o la presencia de ovillos neurofibrilares. También pueden supervisarse y evaluarse cambios fenotipicos de los
animales tratados tales como cognicién o movilidad mejoradas.

Sintesis y caracterizacion de oligonucleétidos

Los oligonucleétidos monocatenarios pueden sintetizarse usando cualquier procedimiento de polimerizacién de acidos
nucleicos conocido en la técnica, por ejemplo, sintesis en fase sélida empleando metodologia de fosforamidita (S. L.
Beaucage y R. P. lyer, Tetrahedron, 1993, 49, 6123; S. L. Beaucage y R. P. lyer, Tetrahedron, 1992, 48, 2223), H-fosfonato,
quimica de fosfotriéster, o sintesis enzimética. Pueden usarse sintetizadores comerciales automatizados, por ejemplo,
sintetizadores de BioAutomation (Irving, Texas) o Applied Biosystems (Foster City, California). En algunas formas de
realizacion, los oligonucleétidos monocatenarios se generan usando quimica de fosforamidita en fase sélida estandar, tal
como se describe en Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York, NY, Estados Unidos. Los enlaces fosforotioato se pueden introducir usando un reactivo sulfurante tal como
disulfuro de fenilacetilo o DDTT (((dimetilamino-metiliden)amino)-3H-1,2,4-ditiazaolina-3-tiona). Es bien conocido el uso
de técnicas similares y amiditas modificadas disponibles comercialmente y productos de vidrio de poro controlado (CPG)
tales como biotina, fluoresceina, acridina o amiditas modificadas con psoralina y/o CPG para sintetizar oligonucleétidos
modificados, o marcados fluorescentemente, biotina, u otros oligonucleétidos conjugados.
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El control de la calidad de los materiales de partida y productos de cada etapa de sintesis es crucial para minimizar los
niveles de impurezas en el producto final. Sin embargo, dado el niUmero de etapas de sintesis por acoplamiento y el
ndmero de acoplamientos, la presencia de impurezas es inevitable. Se pueden usar procedimientos de purificacién para
excluir las impurezas no deseadas del producto oligonucleotidico final. Las técnicas de purificacién cominmente usadas
para oligonucledtidos monocatenarios incluyen cromatografia liquida de alto rendimiento de par ibnico de fase inversa
(RP-IP-HPLC), electroforesis en gel capilar (CGE), HPLC de intercambio aniénico (AX-HPLC) y cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC).

Después de la purificacién, los oligonucleétidos pueden analizarse por espectrometria de masas y cuantificarse por
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm.

Usos terapéuticos y procedimientos de tratamiento

Los oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento, o composiciones farmacéuticas de los
mismos, pueden usarse para tratar o prevenir una enfermedad asociada a tau en un sujeto. En algunas formas de
realizacién, la invencidn proporciona los oligonucleétidos antisentido tal como se describen en el presente documento, o
composiciones farmacéuticas de los mismos, para su uso en el tratamiento o prevencidén de una enfermedad asociada a
tau en un paciente. En algunas formas de realizacién, el oligonucleétido antisentido se puede administrar al sujeto a través
de una via intratecal, intracraneal, intranasal, intravenosa, oral o subcutanea.

Las enfermedades asociadas a tau incluyen, pero sin limitacién, enfermedad de Alzheimer (EA), esclerosis lateral
amiotréfica/complejo de parkinsonismo-demencia (ALS-PDC), demencia argirofilica granulosa (AGD), angiopatia amiloide
de tipo britanico, angiopatia amiloide cerebral, encefalopatia traumética crénica (CTE), degeneracién corticobasal (CBD),
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), demencia pugilistica, ovillos neurofibrilares difusos con calcificacién, sindrome
de Down, sindrome de Dravet, epilepsia, demencia frontotemporal (FTD), demencia frontotemporal con parkinsonismo
asociada al cromosoma 17 (FTDP-17), degeneracién lobular frontotemporal, ganglioglioma, gangliocitoma, enfermedad
de Gerstmann-Straussler-Scheinker, enfermedad de Halervorden-Spatz, enfermedad de Huntington, miositis de cuerpos
de inclusién, encefalopatia plimbica, enfermedad de Lytico-Bodig, meningioangiomatosis, atrofia multisistémica, distrofia
mioténica, enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NP-C), enfermedad de neuronas motoras no de Guam con ovillos
neurofibrilares, enfermedad de Pick (PiD), parkinsonismo postencefalitico, angiopatia amiloide cerebral por proteina
priénica, gliosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva (PSP), panencefalitis esclerosante subaguda,
demencia solo con ovillos, demencia predominante de ovillos, demencia multiinfarto, accidente cerebrovascular isquémico
0 esclerosis tuberosa.

Terapias de combinacion

Los diversos oligonucleétidos descritos anteriormente pueden usarse en combinacién con otros asociados de tratamiento.
Por consiguiente, los procedimientos para tratar una enfermedad asociada a tau descritos en el presente documento
pueden incluir ademéas administrar un segundo agente al sujeto que necesita tratamiento. Por ejemplo, los oligonucleétidos
antisentido dirigidos a la proteina tau asociada a microtibulos (MAPT) pueden usarse en combinacidén con un anticuerpo
que se une especificamente a la proteina tau y/o un agente dirigido a beta amiloide (AB), por ejemplo, un anticuerpo que
se une a AB o un inhibidor de beta-secretasa (BACE). En algunas formas de realizacién, se usan oligonucleétidos
antisentido dirigidos a MAPT en combinacién con un anticuerpo que se une especificamente a la proteina tau. En algunas
formas de realizacién, se usan oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT en combinacién con un inhibidor de BACE.

El término "combinacién" se refiere a una combinacién fija en una forma de dosificacién unitaria, 0 una administracién
combinada en la que un asociado de la presente invencién y un asociado de combinacién (por ejemplo, otro farmaco tal
como se explica a continuacién, también denominado "agente terapéutico" o "coagente") se pueden administrar
independientemente al mismo tiempo o por separado dentro de intervalos de tiempo, especialmente cuando estos
intervalos de tiempo permiten que los asociados de combinacién muestren un efecto cooperativo, por ejemplo, sinérgico.
Los componentes individuales pueden empaquetarse en un kit o por separado. Uno o ambos componentes (por ejemplo,
polvos o liquidos) pueden reconstituirse o diluirse a una dosis deseada antes de la administracién. Se pretende que los
términos "coadministracién”" o "administracién combinada" o similares, tal como se utilizan en la presente, abarquen la
administracién del asociado de combinacién seleccionado a un Unico sujeto que lo necesite (por ejemplo, un paciente), y
se pretende que incluyan pautas de tratamiento en las que los agentes no se administren necesariamente por la misma
via de administracién o al mismo tiempo. El término "combinaciéon farmacéutica”, tal como se utiliza en el presente
documento, significa un producto que resulta de mezclar o combinar mas de un agente terapéutico e incluye
combinaciones tanto fijas como no fijas de los agentes terapéuticos. Eltérmino "combinacién fija" significa que los agentes
terapéuticos, por ejemplo, un oligonucleétido de la presente invencién y un asociado de combinacién, se administran
ambos a un paciente simultdneamente en forma de una Unica entidad o dosificacién. El término "combinacién no fija"
significa que los agentes terapéuticos, por ejemplo, un oligonucleétido de la presente invencién y un asociado de
combinacién, se administran ambos a un paciente como entidades separadas simultaneamente, concurrentemente o
secuencialmente sin limites de tiempo especificos, proporcionando dicha administracién niveles terapéuticamente
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eficaces de los dos compuestos en el organismo del paciente. Esto Ultimo también se aplica a la terapia de céctel, por
ejemplo, la administracién de tres 0 méas agentes terapéuticos.

El término "combinacién farmacéutica", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una combinacién fija en
una forma de dosificaciéon unitaria, 0 una combinacién no fija o un kit de partes para la administracién combinada en la
que se pueden administrar dos 0 mas agentes terapéuticos independientemente al mismo tiempo o por separado dentro
de intervalos de tiempo, especialmente cuando estos intervalos de tiempo permiten que los asociados de combinacion
muestren un efecto cooperativo, por ejemplo, sinérgico.

El término "terapia de combinacién" se refiere a la administracion de dos o mas agentes terapéuticos para tratar una
afeccién o trastorno terapéutico descrito en la presente divulgacién. Dicha administracién abarca la coadministracién de
estos agentes terapéuticos de una forma sustancialmente simultdnea, tal como en una Unica cdpsula que tiene una
proporcién fija de los principios activos. Alternativamente, dicha administracién abarca la coadministracién en mdltiples
recipientes o en recipientes separados (por ejemplo, comprimidos, capsulas, polvos y liquidos) para cada principio activo.
Los polvos y/o liquidos pueden reconstituirse o diluirse a una dosis deseada antes de la administracion. Ademas, tal
administracién también abarca el uso de cada tipo de agente terapéutico de una manera secuencial, ya sea
aproximadamente al mismo tiempo o0 en momentos diferentes. En cualquier caso, la pauta de tratamiento proporcionara
efectos beneficiosos de la combinacién farmacolbgica para tratar las afecciones o trastornos descritos en el presente
documento.

Preparacion de una muestra

Las muestras de tejido pueden obtenerse de un sujeto tratado con oligonucleétido antisentido usando cualquiera de los
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante biopsia o cirugia. Por ejemplo, una muestra que
comprende liquido cefalorraquideo puede obtenerse mediante puncién lumbar, en la que una aguja fina unida a una
jeringa se inserta en el canal espinal en el area lumbar y se crea un vacio de manera que el liquido cefalorraquideo puede
aspirarse a través de la aguja y recogerse en la jeringa. Se pueden usar imagenes de TC, ultrasonidos o un endoscopio
para guiar este tipo de procedimiento.

La muestra puede congelarse instantaneamente y almacenarse a -80°C para su uso posterior. La muestra también puede
fijarse con un fijador, tal como formaldehido, paraformaldehido o &cido acético/etanol. EI ARN o la proteina se pueden
extraer de una muestra fresca, congelada o fija para su analisis.

Composiciones farmacéuticas, dosificaciéon y administracion

También se proporcionan en el presente documento composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas, que
comprenden uno o mas oligonucleétidos antisentido proporcionados en el presente documento. Las composiciones
farmacéuticas incluyen normalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tal como se utiliza en el presente
documento, la expresién "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye solucién salina, disolventes, medios de
dispersién, revestimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotdnicos y retardantes de la absorcién, y
similares, compatibles con la administracién farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas se formulan normalmente
para que sean compatibles con su via de administracién pretendida. Los ejemplos de vias de administracién incluyen
administracion intratecal, intracraneal, intranasal, intravenosa, oral o subcutanea.

En algunas formas de realizacién, el oligonucleétido antisentido descrito en el presente documento puede conjugarse con
un anticuerpo capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (por ejemplo, un anticuerpo que se une al receptor de
transferrina, insulina, leptina o factor de crecimiento similar a insulina 1) y administrarse por via intravenosa (Evers et al,,
Advanced Drug Delivery Reviews 87 (2015): 90-103.

Los procedimientos para formular composiciones farmacéuticas adecuadas son conocidos en la técnica, véase, por
ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy. 212 ed., 2005; y los libros en la serie Drugs and the
Pharmaceutical Sciences: a Series of Textbooks and Monographs (Dekker, NY). Por ejemplo, las soluciones o
suspensiones usadas para administracién parenteral, intradérmica, intratecal o subcuténea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccién, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabenos;
antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como écido
etilendiaminotetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad tales
como cloruro de sodio o dextrosa. La preparacién de uso parenteral puede estar encerrada en ampollas, jeringas
desechables o viales multidosis hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable pueden incluir soluciones acuosas estériles (cuando
son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles, para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucién salina fisiolégica,
agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En todos
los casos, la composicién debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto de que exista una facil inyectabilidad. Debe ser
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estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe conservarse contra la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersién que contiene,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), y mezclas
adecuadas de los mismos. Se puede mantener la fluidez adecuada, por ejemplo, usando un recubrimiento tal como
lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido en el caso de una dispersidén y usando tensioactivos. La prevencién
de la accién de microorganismos puede conseguirse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir
agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro sédico en la composicion.
La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede conseguirse incluyendo en la composicién un agente
que retrase la absorcidn, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente, segln se requiera,
seguido de esterilizacion por filtracion.

Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril, que contiene un
medio de dispersién béasico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos
estériles para la preparacién de disoluciones inyectables estériles, los procedimientos de preparacién preferidos son
secado al vacio y liofilizacién, que producen un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a
partir de una disolucién del mismo previamente esterilizada por filtracién.

Las composiciones de uso oral incluyen, en general, un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Para el propésito de la
administracién terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y utilizarse en forma de
comprimidos, trociscos o capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. También pueden prepararse composiciones de uso
oral utilizando un vehiculo liquido para su uso como colutorio. Pueden incluirse agentes aglutinantes farmacéuticamente
compatibles y/o materiales adyuvantes como parte de la composicién. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y
similares, pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de naturaleza similar: un aglutinante,
tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente, tal como almidén o lactosa, un agente
disgregante, tal como acido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante, tal como estearato de magnesio o
Sterotes; un emoliente, tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante, tal como sacarosa o sacarina; o un
agente aromatizante, tal como menta, salicilato de metilo o aromatizante de naranja.

Para la administracién por inhalacién, los compuestos pueden administrarse en forma de un pulverizador de aerosol desde
un recipiente o dispensador presurizado que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de
carbono, o un nebulizador. Los procedimientos de este tipo incluyen los descritos en la patente de Estados Unidos N°
6.468.798. La administracién sistémica de un compuesto terapéutico tal como se describe en la presente también puede
ser por medios transmucosales o transdérmicos. Para la administracién transmucosa o transdérmica, se usan en la
formulacion penetrantes apropiados para la barrera que hay que penetrar. Dichos penetrantes en general son conocidos
en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracién transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados de acido
fusidico. La administracién transmucosa puede realizarse por medio del uso de pulverizadores nasales o supositorios.
Para administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas, balsamos, geles o cremas tal como
se sabe en general en la técnica.

En una forma de realizacion, los compuestos terapéuticos se preparan con vehiculos que protegeran los compuestos
terapéuticos contra la eliminacidén rapida del organismo, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluidos
implantes y sistemas de administracién microencapsulados.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, envase o dosificador junto con instrucciones para su
administracién.

En ejemplos no limitantes, la composicién farmacéutica que contiene al menos un agente farmacéutico se formula como
un liquido (por ejemplo, un liquido termoestable), tal como un componente de un sélido (por ejemplo, un polvo o un
polimero biocompatible biodegradable (por ejemplo, un polimero biocompatible biodegradable catiénico)), o como un
componente de un gel (por ejemplo, un polimero biocompatible biodegradable). En algunas formas de realizacién, la al
menos composicién que contiene al menos un agente farmacéutico se formula como un gel seleccionado del grupo de un
gel de alginato (por ejemplo, alginato de sodio), un gel a base de celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa o
carboxietilcelulosa), o un gel a base de quitosano (por ejemplo, glicerofosfato de quitosano). Los ejemplos adicionales no
limitantes de polimeros de elucién de farmacos que pueden usarse para formular cualquiera de las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento incluyen carragenina, carboximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
dextrano en combinacién con poli(alcohol vinilico), dextrano en combinacién con poli(acido acrilico), poli(acido
galacturénico), polisacarido galacturénico, poli(acido saléctico), poli(acido glicélico), goma de tamarindo, goma xantana,
goma de celulosa, goma guar (carboximetil-guar), pectina, poli(acido acrilico), poli(acido metacrilico), N-
isopropilpoliacrilomida, polioxietileno, polioxipropileno, acido plurdnico, poli(acido lactico), ciclodextrina, cicloamilosa,
resilina, polibutadieno, copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HP MA), anhidrato maleico-alquil vinil éter,
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polidepsipéptido, polihidroxibutirato, policaprolactona, polidioxanona, polietilenglicol, poliorganofosfaceno, poliorto éster,
polivinilpirrolidona, poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA), polianhidridos, polisilamina, poli-N-vinilcaprolactama y gellan.

En algunas formas de realizacién, la administracién de oligonucleétidos antisentido a un tejido diana puede potenciarse
mediante la administracién mediada por vehiculo, que incluye, pero sin limitacién, liposomas catinicos, ciclodextrinas,
derivados de porfirina, dendrimeros de cadena ramificada, polimeros de polietilenimina, nanoparticulas y microesferas
(Dass CR. J Pharm Pharmacal 2002; 54(1):3-27).

Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para obtener resultados beneficiosos o deseados. Por ejemplo, una
cantidad terapéutica es aquella que logra el efecto terapéutico deseado. Esta cantidad puede ser igual o diferente de una
cantidad profilacticamente eficaz, que es una cantidad necesaria para prevenir la apariciéon de una enfermedad o sintomas
de una enfermedad. Puede administrarse una cantidad eficaz en una o méas administraciones, aplicaciones o dosis. Una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto terapéutico (es decir, una dosis eficaz) depende de los compuestos
terapéuticos seleccionados. Las composiciones pueden administrarse de una o méas veces al dia a una 0 mas veces a la
semana; incluyendo una vez cada dos dias. El experto en la técnica apreciara que determinados factores pueden influir
en la dosificacién y el tiempo necesarios para tratar eficazmente a un sujeto, incluidos, pero sin limitacién, la gravedad de
la enfermedad o trastorno, tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto y otras enfermedades presentes.
Ademas, el tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos terapéuticos descritos
en el presente documento puede incluir un Gnico tratamiento o una serie de tratamientos.

La dosificacién, la toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos terapéuticos se pueden determinar mediante
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la
DL50 (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion).
La relacién de dosis entre los efectos téxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacién
DL50/DESO0. Se prefieren los compuestos que muestran indices terapéuticos altos. Aunque pueden usarse compuestos
que muestran efectos secundarios téxicos, debe tenerse cuidado en disefiar un sistema de administracién que dirija dichos
compuestos al sitio del tejido afectado con el fin de minimizar el dafio potencial a las células no infectadas y, por tanto,
reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de ensayos de cultivo celular y estudios en animales se pueden utilizar para formular un
intervalo de dosificacién para su uso en seres humanos. La dosificacién de compuestos de este tipo se encuentra
preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones en circulacién que incluyen la DES0 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y de la
via de administracién utilizada. Para cualquier compuesto utilizado en el procedimiento de la invencién, la dosis
terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede formularse una dosis
en modelos animales para lograr un intervalo de concentraciones plasmaticas en circulacién que incluya la CI150 (es decir,
la concentracién del compuesto de ensayo que logra una inhibicién de sintomas semiméxima) tal como se determina en
cultivo celular. Una informacién de este tipo se puede utilizar para determinar con mayor precision dosis Utiles en seres
humanos. Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

En algunas formas de realizacién, el oligonucleétido antisentido descrito en el presente documento se disuelve en agua
estéril, solucién salina (por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato) o liquido cefalorraquideo (LCR) para la
administracién. En algunas formas de realizacién, el oligonucleétido antisentido descrito en el presente documento es
para su administraciéon por via intratecal, por ejemplo, mediante inyeccién en bolo en el espacio del disco L3 o L4 o
mediante infusién usando una bomba intratecal.

En algunas formas de realizacién, aproximadamente 0,001-1000 mg (por ejemplo, aproximadamente 0,1-800 mg,
aproximadamente 1-600 mg, aproximadamente 10-500 mg, aproximadamente 50-450 mg, aproximadamente 80-300 mg,
aproximadamente 100-200 mg) del oligonucleétido antisentido descrito en el presente documento se van a administrar a
un sujeto que lo necesite.

Kits

También se divulgan kits que incluyen uno o més oligonucledtidos antisentido descritos anteriormente e instrucciones de
uso. Las instrucciones de uso pueden incluir instrucciones para el diagnéstico o tratamiento de una enfermedad asociada
a tau. Los kits que se proporcionan en el presente documento se pueden utilizar segun cualquiera de los procedimientos
descritos en el presente documento. Los expertos en la técnica conocerédn otros usos adecuados para los Kits
proporcionados en el presente documento y seran capaces de emplear los kits para dichos usos. Los kits que se
proporcionan en el presente documento también pueden incluir un envio postal (por ejemplo, un sobre con franqueo
pagado o un paquete de correos) que se puede utilizar para devolver la muestra para su anélisis, por ejemplo, a un
laboratorio. El kit puede incluir uno 0 mas recipientes para la muestra, o la muestra puede estar en un vial de recogida de
sangre estandar. El kit también puede incluir uno o méas de un formulario de consentimiento informado, un formulario de
solicitud de ensayo e instrucciones sobre como utilizar el kit en un procedimiento descrito en el presente documento. Los
procedimientos para utilizar dichos kits también se incluyen en el presente documento. Uno o més de los formularios (por
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ejemplo, el formulario de solicitud de ensayo) y el recipiente que contiene la muestra pueden codificarse, por ejemplo, con
un cédigo de barras para identificar al sujeto que proporcioné la muestra.

EJEMPLOS

La invencién se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencién descrita en
las reivindicaciones.

Ejemplo 1: Materiales y procedimientos generales
Sintesis y purificacion de los oligonucleétidos antisentido

Los oligonucleétidos antisentido modificados descritos en la presente invencién se prepararon usando quimica de
fosforamidita convencional en un sintetizador Mermade 192 (BioAutomation) para uso in vitro y en Mermade 12
(BioAutomation) para fines in vivo. Las fosforamiditas se disolvieron en acetonitrilo a una concentracién de 0,15 M (0,08
M en Mermade 192); el acoplamiento se realizé mediante la activacién de fosforamiditas mediante una solucién 0,5 M de
5-etitiotetrazol en acetonitrilo (0,25 M en Mermade192). Eltiempo de acoplamiento fue habitualmente de entre 3-4 minutos.
La sulfuracién se realizé usando una solucién 0,2 M de disulfuro de fenilacetilo durante cinco minutos. La oxidacién se
realiz6 mediante una solucién de yodo 0,02 M en piridina (20%)/agua (9,5%)/tetrahidrofurano (70,5%) durante dos
minutos. Se realizd una formacién de caperuza usando reactivos estandar de formacién de caperuza. Las cadenas de
oligonucledtido en crecimiento se destritilaron para el siguiente acoplamiento con acido dicloroacético al 3% en tolueno.
Después de completar las secuencias, los compuestos unidos al soporte se escindieron y se desprotegieron mediante
hidréxido de amonio liquido a 65°C durante 2 horas. Las soluciones brutas obtenidas se purificaron directamente por
HPLC (Akta Explorer). Las fracciones purificadas se analizaron por espectrometria de masas y se cuantificaron por UV
segln su coeficiente de extincién a 260 nM. Las fracciones extraidas se desalan y se liofilizan a sequedad.

Evaluacién in vitro de los oligonucleétidos antisentido

Se evaluaron los oligonucleétidos antisentido in vitro en diversas lineas celulares, incluidas, pero sin limitacion, lineas
celulares humanas tales como células Huh7, células Hela y células SH-SY5Y y lineas celulares de mono verde COS1.
Las células se obtuvieron de proveedores comerciales (por ejemplo, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas,
VA), y se cultivaron segln las instrucciones de los proveedores.

Los oligonucleétidos antisentido también se evaluaron en neuronas humanas derivadas de células madre embrionarias
humanas (hESC), que se obtuvieron del WiCell Research Institute, Inc., ubicado en Madison, Wisconsin, Estados Unidos.
Las hESC se convirtieron en células neuronales funcionales mediante la expresion forzada de neurogenina-2 (Ngn2), un
factor de transcripcién especifico de linaje neuronal. El constructo Ngn2 se suministré a hESC usando administracion
lentiviral para la expresion constitutiva de rtTAy la expresién inducible por tetraciclina de proteinas exdgenas dirigidas por
un promotor tetO. Las muestras cumplen con las Directrices para la Investigacion de Células Madre Embrionarias
Humanas (Guidelines for human Embryonic Stem Cell Research) establecidas por el Instituto del Consejo Nacional de
Medicina de las Academias Nacionales (National Council Institute of Medicine of the National Academies) ("Directrices
NAS) y las regulaciones de la Oficina para Protecciones de Investigacién Humana, Departamento de Salud y Servicios
Humanos (Office for Human Research Protections, Department of Health and Human Services) ("DHHS") para la
proteccién de sujetos humanos (45 CFR Parte1Q).

Los oligonucleétidos antisentido se introdujeron en células cultivadas mediante transfeccidén o nucleofeccién, cuando las
células alcanzaron aproximadamente el 60-80% de confluencia en cultivo. Para la transfeccién, los oligonucleétidos
antisentido se mezclaron con reactivo de transfeccion OptiFect™ (Life Tech N° de cat. 12579-017) en el medio de cultivo
celular apropiado para lograr la concentracion de oligonuclettido antisentido deseada y una concentracién de OptiFect™
que varia de 2 a 12 ug/ml por 100 nM de oligonucleétido antisentido. Para la nucleofeccién, se introdujeron los
oligonucleétidos antisentido en células SH-SY5Y de neuroblastoma con el dispositivo Amaxa Nucleofector-Il (Lonza,
Walkersville, MD). Para evaluar la eficacia de ASO, se llevé a cabo una nucleofeccidn en placas de 96 pocillos. La solucién
nucleofectora SF se seleccion6 basandose en la alta viabilidad y la transfeccién eficaz después de experimentos
preliminares. El dia de la nucleofeccién, se tripsinizaron cultivos confluentes al 60-80%, y se plaquearon células en cada
pocillo. Se trataron neuronas humanas derivadas de hESC afiadiendo oligonucleétidos antisentido 1 o 10 pM al medio
que iba a captarse a través de captacioén pasiva.

Las células se recogieron 24-72 horas después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido, momento en el que se
aislaron y se midieron el ARNm de tau o la proteina tau usando procedimientos conocidos en la técnica y tal como se
describe en el presente documento. En general, cuando los tratamientos se realizaron en multiples repeticiones, los datos
se presentaron como el promedio de los tratamientos repetidos. La concentracién de oligonucleétido antisentido usada
varié de linea celular a linea celular. Los procedimientos para determinar la concentraciéon 6ptima de oligonucleétidos
antisentido para una linea celular particular son bien conocidos en la técnica. Los oligonucleétidos antisentido se usaron
normalmente a concentraciones que variaban de 1 nM a 1.000 nM cuando se transfectaron con OptiFect;, y a
concentraciones que variaban de 25 nM a 20.000 nM cuando se transfectaron usando nucleofeccion.
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La cuantificacién del nivel de ARNm de MAPT (tau) se realizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el sistema
de PCR en tiempo real ViiA7 (Life Technologies) segln las instrucciones del fabricante. Antes de la PCR en tiempo real,
el ARN aislado se sometié a una reaccion de transcripcién inversa, que produjo ADN complementario (ADNc) que se usé
después como sustrato para la amplificacién por PCR en tiempo real. Las reacciones de transcripcién inversa y PCR en
tiempo real se realizaron secuencialmente en los mismos pocillos de muestra. Se usé el kit Fastlane cell multiplex (Qiagen,
N° de cat. 216513) para lisar las células en el pocillo y transcribir de forma inversa los ARNm en ADNc directamente a
partir de células cultivadas sin purificacién de ARN. Los ADNc se usaron después para el analisis de expresion de tau
usando PCR cuantitativa en tiempo real. Los niveles de ARNm de tau determinados mediante PCR en tiempo real se
normalizaron usando el nivel de expresién de un gen constitutivo cuyo nivel de expresién es constante en las células, tal
como gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) humana, proteina de unién a la caja TATA (TBP) humana o
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT1) humana.

Se realizaron ensayos de expresién génica TagMan para RT-PCR cuantitativa en tiempo real, siguiendo el protocolo
descrito en el kit QuantiTect Multiplex RT-PCR (Qiagen, N° de cat. 204643) usando una reaccién de RT-PCR duplex. Se
usaron sondas Tagman especificas para MAPT humana (LifeTech, ensayo ID N° Hs00902194_m1: FAM-MGB), GAPDH
humana (LifeTech, ensayo ID N° Hs02758991_g1: VIC-MGB), TBP humana (LifeTech N° de cat 4326322E) o HPRT1
humana (LifeTech N° de cat. 4333768T). Las muestras se ejecutaron en el sistema de PCR en tiempo real ViiA7 (Life
Technologies) siguiendo las condiciones de ciclacién recomendadas para la RT-PCR duaplex. Todos los datos se
controlaron para establecer la cantidad de entrada de ADNc y los niveles de ARNm de tau se normalizaron a los niveles
del gen de referencia endégeno. Tau y el gen de control se amplificaron en la misma reaccién con eficacias de PCR altas
similares, lo que permite la cuantificacién relativa por el procedimiento AACT. Los resultados se presentaron como
porcentaje de ARNm de tau residual con respecto a las células de control tratadas con PBS.

Evaluacién in vivo de los oligonucledtidos antisentido

Se evaluaron oligonucleétidos antisentido para MAPT in vivo mediante la administracién de los ASO en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de ratones mediante administracién intracerebral ventricular (ICV). Los ratones se anestesiaron
con isoflurano al 5% después de lo cual el contenido de isoflurano en oxigeno/oxigeno nitroso se redujo al 1,5-2% para el
mantenimiento a lo largo del procedimiento quirdrgico. La temperatura rectal se mantuvo a 36,9 = 1,0 °C con calentamiento
homeotérmico bloqueado y sonda rectal. Los ratones anestesiados se dispusieron en un aparato estereotaxico y la piel
de la cabeza se afeitd y se desinfectd con solucién de povidona yodada (Betadine). Antes de la incisién, se administré a
los ratones buprenorfina (Temgesic, 0,03 mg/kg, 1 ml/kg, s.c.). A continuacién, se realizd una incisién para exponer el
craneo para la determinacién de las coordenadas cerebrales para la inyeccién. La inyeccién (volumen total 2 pl) se
administrd usando una jeringa Hamilton de 10 pl y una aguja 28 G con microbomba (Harvard Apparatus) en el ventriculo
lateral derecho para todos los animales en las coordenadas siguientes: PA = +0,5 mm; ML = +1,0 mm; DV = -2,5 mm. El
caudal fue de 1 pyl/min, y la aguja se dejé en su lugar durante 1 minuto después de la infusion antes de retirarla. La piel se
cerré y se dejé que los ratones se recuperaran en jaulas individuales antes de devolverlos a la jaula doméstica. Se
administraron dosis adicionales de buprenorfina (Temgesic, 0,03 mg/kg, 1 ml/kg, s.c.) dos veces al dia durante las primeras
48 horas.

Los animales se supervisaron diariamente por técnicos de laboratorio/animales. Se supervisaron el estado general de los
animales y la recuperacién de heridas; y se midi6 diariamente el peso corporal. Al final, los animales se anestesiaron
profundamente con pentobarbital sédico (60 mg/kg Membunat, Orion Pharma, Finlandia). Los ratones se sometieron a
puncién de la cisterna magna y se recogi6 el LCR (3-5 pl por ratén). Después de ello, los ratones se sometieron a puncidn
cardiaca y se recogieron muestras de sangre. Se recogieron aproximadamente 0,4-0,5 ml de sangre en tubos
anticoagulantes de plastico de lavanda K2EDTA de 500 pl, y se centrifugaron a 2000 g durante 10 min a4 °C y el plasma
se dividi6 en partes alicuotas. A continuacién, los ratones se decapitaron y se recogieron los cerebros y se diseccionaron
en diferentes regiones cerebrales tales como corteza, hipocampo y cerebelo. Ademas, también se recogieron médulas
espinales.

Ejemplo de referencia 2 (no forma parte de la invencién): Inhibicién de la expresién de tau humana en células
Huh?7 por bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 18-méricos

Se disefiaron bloqueadores estéricos de oligonucleétidos antisentido para que se dirigieran a las uniones intron-exén de
exones constitutivos en tau humana, los exones invariables presentes en todas las isoformas. Se disefiaron bloqueadores
estéricos de oligonucleétidos antisentido para inducir la omisién exénica mediante cualquiera de: hibridacién con
secuencias de punto de ramificacidén intrdnica, direccionamiento directo a sitios de corte y empalme, delimitacién de
secuencias intrénicas y exénicas, sitios de potenciadores exdnicos de corte y empalme. Los bloqueadores estéricos
dirigidos a MAPT se disefiaron inicialmente como 18 nucleésidos de longitud con modificaciones de azlcar de ribosa 2'-
O-(2-metoxietil) (2'-O-MOE) en todos los nucledsidos, que actlan a través del impedimento estérico y no activan RNasa
H o RISC. Los enlaces internucleosidicos en todo el documento son enlaces fosfodiéster. Se llevd a cabo un cribado no
sesgado para los ASO 2-MOE modificados uniformemente 18-méricos con esqueleto de fosfodiéster. Se realizaron
analisis BLAST para cada secuencia de oligonucleétido morfolino para evitar la hibridacién fuera de diana.
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Se evaluaron los bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 18-méricos dirigidos a tau in vitro para determinar su actividad sobre
la inhibicién del ARNm de tau humana. Las células Huh7 se plaquearon a una densidad de 10.000 células por pocillo y se
transfectaron usando reactivo OptiFect (LifeTech N° de cat 12579-017) con 25 nM del oligonucleétido antisentido. Después
de un periodo de tratamiento de 48 horas, se prepard directamente ADNc a partir de células cultivadas usando el kit
Fastlane cell multiplex (Qiagen N° de cat. 216513). Los niveles de ARNm de tau se midieron mediante PCR cuantitativa
en tiempo real en una reaccién de RT-PCR duplex usando sondas Tagman especificas para MAPT humana (LifeTech,
ensayo ID N° Hs00902194_m1: FAM-MGB) y control endégeno de TBP humana (proteina de unién a caja TATA) (LifeTech
N° de cat. 4326322E). Todos los datos se controlaron para establecer la cantidad de ADNc introducido y los niveles de
ARNmM de tau se normalizaron a los niveles del gen de referencia endégeno TBP.

Tau y el gen de control TBP se amplificaron en la misma reaccidn con eficacias de PCR altas similares, lo que permite la
cuantificacién relativa por el procedimiento AACT. Los resultados se presentan como porcentaje de ARNm de tau residual
con respecto a las células de control tratadas con PBS. La tabla 2 muestra las actividades de esos bloqueadores estéricos
2'-O-MOE 18-méricos en células Huh7.

Tabla 2: Inhibicion del ARNm de tau por bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 18-méricos en células Huh7.
'SEQID NO :Secuencia ASO! :% de ARNm residual?

X ' GTCCACTAACCTTTCAGG

2 ' GCATCGTCAGCTTACCTT

CATGCGAGCTGATAAAAT
{ACCATGCGAGCTGATAAA

7 . CCATGCGAGCTGATAAAA
8 . CGTCAGCTTACCTTGGCT
9 . TGACCATGCGAGCTGATA
10  ATGCGAGCTGATAAAATA
"o TTTGCACCTGGAGATGAG 523
2 TTGCACCTGGAGATGAGA 524

iGGTTTCAATCTGCAAGAA

iCCACTAACCTTTCAGGCC

CACTAACCTTTCAGGCCA

: ACTAACCTTTCAGGCCAG
19 . GCTCAGCCATCCTGGTTC
20 . GTTTCAATCTGCAAGAAG

AGTTCACCTGGGGAAAGA

 AAAGTTCACCTGGGGAAA

e e
e v
27 CAGCTTACCTTGGCTTTT %98
28 GGGCTACCTGGTTTATGA 1016
20 TCTTCAGCTGGTGTATGT 1034
30 TTCAAAGTTCACCTGGGG

31 . CCCTTTACCTTTTTATTT
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'SEQID NO :Secuencia ASO' :% de ARNm residual?

TCAGCTTACCTTGGCTTT

34 CTGCTTCTTCAGCTGGTG
35 ' GGCCACCTCCTAGAACAC
136 ' TCTTACCAGAGCTGGGTG

137  AAGTTCACCTGGGGAAAG
138 GTCAGCTTACCTTGGCTT
39 GGGGCCTGATCACAAACC

CCCCCTTTACCTTTTTAT

45 . GAGGTTCACCTGGGAAGG
46 . GTTCACCTGGGAAGGAAG
a7 \CACCTCCTAGAACACAAC 141
49 ACTCTCACCTTCCCGCCT — i1t45

 TTCAATCTGCAAGAAGAG

i TTCTTACCAGAGCTGGGT

53 . CAGGGCTACCTGGTTTAT _

54 \GGGCCTGATCACAAACCC  mes
55  AGGGCTACCTGGTTTATG

56 . CCACCTCCTAGAACACAA

57 . CACTGACCTTGGGTCACG

58 {CCCCTTTACCTTTTTATT
159 ' TTCACTGACCTTGGGTCA

iCCTGGCCACCTCCTAGAA

{CCTTTACCTTTTTATTTC

64 ' TCACTGACCTTGGGTCAC

6 GCCTGATCACAAACCCTG 122
66 \CTTTACCTTTTTATTTCC

67 TTCTTCAGCTGGTGTATG

GCCACCTCCTAGAACACA

iTTCTTCTTACCAGAGCTG

72 {ATCAGCCCCCTGTAAATG

iGCTTCTTCAGCTGGTGTA
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'SEQID NO :Secuencia ASO' :% de ARNm residual?

CTCAGCCATCCTGGTTCA

76 . CAGCCCCCTGTAAATGAA
77 . GGGCTCAGCCATCCTGGT
78 TCTICTIACCAGAGCTGG s
79  cTcTcAccTTCCCGCCTC 431
80  TCAGCCCCCTGTAAATGA  asg

CTTCTTCAGCTGGTGTAT

1 Cada nucleotido tiene una modificacion 2'-O-metoxietilo (2-O-MOE); y los enlaces internucleosidicos son:
§fosfodiésteres. Cada oligonucledtido tiene un enlazador (L1) unido al extremo 3' del ASO a través de un puente de'
ifosfato, y tiene la estructura siguiente: :

; 0

S

i - - - o e e T )

L HO T S s T‘”’ “ASO
0"

12 El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células Huh7 tratadas con una dosis Unica de 25 nM de ;
{ASO de tau durante 48 horas en comparacion con el nivel de ARNm de tau en células Huh7 de control tratadas con PBS. ;
§Por ejemplo, el 19,5% de ARNm residual significa que el ASO de la SEQ ID NO: 1 tiene el 80,5% de actividad en la
idisminucion del nivel de ARNm de tau.

Ejemplo de referencia 3 (no forma parte de la invencién): Inhibicién de la expresion de tau humana en células SH-
SYS5Y por bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 18-méricos

Se seleccionaron bloqueadores estéricos que disminuyeron significativamente la expresién de tau en el ejemplo 2 y se
evaluaron en células SH-SY5Y de neuroblastoma humano. Se nucleofectaron células SH-SY5Y cultivadas con 1.000 nM
de un oligonucleétido antisentido seleccionado. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se
preparé directamente ADNc a partir de células cultivadas usando el kit Fastlane cell multiplex (Qiagen N° de cat. 216513).
Los niveles de ARNm de tau se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando una reaccién de RT-PCR
duplex, se usaron sondas Tagman especificas para MAPT humana (LifeTech, ensayo ID N° Hs00902194_m1: FAM-MGB)
y GAPDH humana (LifeTech, ensayo ID N° Hs02758991_g1: VIC-MGB). Todos los datos se controlaron para establecer
la cantidad de entrada de ADNc y los niveles de ARNm de Tau se normalizaron a los niveles del gen de referencia
endégeno GAPDH. Tau y el gen de control GAPDH se amplificaron en la misma reaccién con eficacias de PCR altas
similares, lo que permite la cuantificacién relativa por el procedimiento AACT. Los resultados se presentan como
porcentaje de ARNm de tau residual con respecto a las células de control tratadas con PBS. La tabla 3 muestra las
actividades de los bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 18-méricos en células SH-SY5Y.

Tabla 3: Inhibicién del ARNm de tau por bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 18-méricos en células SH-SY5Y.
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ASO SEQID NO i% de ARNm residual®

3 El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células SH-SY5Y tratadas con una dosis Unica de 1.00
nM de ASO de tau durante 24 horas en comparacién con el nivel de ARNm de tau en las células de control tratadas con
\PBS.

Los bloqueadores estéricos que mostraron una inhibicién significativa in vitro del ARNm de tau se evaluaron a diferentes
dosis. Se nucleofectaron células SH-SY5Y cultivadas con 0,125 nM, 0,25 nM, 0,5 nM, 1.000 nM, 2.000 nM, 4.000 nM y
8.000 nM de un oligonucleétido antisentido seleccionado. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24
horas, se preparé directamente ADNc y se midieron los niveles de ARNm de tau mediante PCR cuantitativa en tiempo
real tal como se ha descrito anteriormente. La concentracién inhibitoria semimaxima (CI50) se determiné construyendo
una curva de dosis-respuesta y examinando el efecto de diferentes concentraciones de oligonucleétidos antisentido sobre
la reduccién del ARNm de Tau. Los valores de CI50 se calcularon determinando la concentracién necesaria para inhibir la
mitad de la respuesta bioldgica maxima del compuesto y pueden usarse como una medida de la potencia del
oligonucledtido antisentido. La tabla 4 muestra los valores de CI50 de los bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 18-méricos
seleccionados.

Tabla 4: C|50 de bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 18-méricos seleccionados.

ASO SEQID NO

......................................................................................................................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................................................................................................................

Ejemplo de referencia 4 (no forma parte de la invencién): Inhibicién de la expresién de Tau humana en células SH-
SY5Y por bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 12-25-méricos

Se seleccionaron bloqueadores estéricos que disminuyeron significativamente la expresiéon de tau en los ejemplos 2y 3
y se hizo que tuvieran diferentes longitudes de 12 a 25 nucledsidos de longitud. Estos bloqueadores estéricos 2'-O-MOE
12-25-méricos se evaluaron en células SH-SYSY. Se nucleofectaron células SH-SY5Y cultivadas con 2.000 nM de un
oligonucleétido antisentido seleccionado. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se
preparé directamente ADNc y se midieron los niveles de ARNm de Tau tal como se ha descrito anteriormente. La tabla 5
muestra las actividades de los bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 12-25-méricos en células SH-SY5Y.

Tabla 5: Inhibicion del ARNm de tau por bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 12-25- méricos en células SH-SY5Y.

§SEQ §Secuencia ASO* % de ARNm| Longltud de: Exon de taué
\IDNO | ‘residual® ASO iseleccionado como!
: | :dlana

185 {GTMCMCAMCTAATCTCTTT"CAGG™C"CGTGT™C 61,7

86 GTMCMCA"CTAA™CTCTTT"CAGG"C"CGTGT 61,6 124 i

187 GTMCM"CAMCTAAMC™CTTT"CAGGC"CGTG 74,7 123 ¥
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'SEQ  iSecuencia ASO* % de ARNm Longitud de :Exén de tau ;
{IDNO : ‘residual® {ASO iseleccionado como;
; ‘ : ! idiana

8 G TICMCATCTAATCTCTTTMCAGG"C™CGT 492 22 4
G S
G s T
P e 7
92 GT"CMCATCTAATCTCTTT"CAGG 616 18 1.
93 GT"C"CATCTAA"C™CTTT"CAG 887 47 1
194 \GT™CTCAMCTAATCTCTTT™CA 16

95 . GTMCMCAMCTAATCMCTTT™C 15

196 {GT™CMCAMCTAATCTCTTT |

97 G TMCMCATCTAATCTCTT 783 43 4

198 {GT"CMCAMCTAAMC™CT

MCATMCGTMCAG™CTTA™C™CTTGG™CTTTT

.........................................................................................................................................................................................................................................................

1100  {GMCAT™CGT™CAG™CTTA™C™CTTGG"CTTT

.........................................................................................................................................................................................................................................................

{G"CAT"CGTMCAG™CTTA"C"CTTGG"CTT

| .GMCAT™CGTMCAG"CTTA"C"CTTGG . |
105  GMCAT"CGTMCAGMCTTA"C™CTTG 42,2 19
106 GMCAT"CGT™CAGMCTTA"CTCTT 25,2 18
107 | G"CAT™CGT™CAGTCTTA™CMCT ‘ !

.......................................................................................................................................................................................................................................................

MCATMCGTMCAG™CTTA™C™C

.......................................................................................................................................................................................................................................................

MCATMCGTMCAGMCTTA™C

.......................................................................................................................................................................................................................................................

{GMCAT"CGTMCAGCTTA

113 |GATCTATTTG"CATC"CTGGAGATGAGAG 397 25 11
114 GATCTATTTG™CA"C"CTGGAGATGAGA 411 24 11
B R - T T
1116 |GATCTATTTG"CA™C"CTGGAGATGA 54,2 22 11

117 . GA"CTATTTG™CATC"CTGGAGATG 53,2 21 11

1118 |GATCTATTTGMCA"C"CTGGAGAT 63,6 \ '

119 gGAmCTATTTGmCAmCmCTGGAGA

{GA"CTATTTGMCA™C"CTGGAG

ATCTATTTGMCA™C™CTG

124 | GA"CTATTTGMCA™C™CT

125  GATCTATTTG"CA"C"C 475 13 1
126 GATCTATTTG™CA"™C s62 12 o1
127 MCMCATGMCGAGTCTGATAAAATATAAAA 20,0

128 MCMCATGMCGAGTCTGATAAAATATAAA 14,7
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'SEQ  Secuencia ASO* % de ARNm Longitud de :Exén de tau ;
{IDNO : ‘residual® {ASO iseleccionado como;
; ‘ : ! idiana

129 MCMCATGMCGAGTCTGATAAAATATAA 249 28 5
T T G AT R
B
R o i —
133 CMCATG"CGAGTCTGATAAAAT 237 19 5
134 MCTCATGMCGAGMCTGATAAAA 240 18 &5
1135 \MCMCATG"CGAGTCTGATAAA 119,8 7

1136 \MCMCATGMCGAG™CTGATAA 17,9 16

1137 IMC"CATG™CGAGMCTGATA 23,9 \

138 MCMCATG"CGAG"CTGAT &76 14 5
139 "CMCATGMCGAG"CTGA 246 13 5
140 "CmCATG"CGAG™CTG 231 12 5

4 Cada nucleétido tiene una modificaciéon 2'-O-metoxietilo (2'-O-MOE); y ™C representa 5-metilcitosina Los enlace
‘internucleosidicos son fosfodiésteres. Cada oligonucleétido tiene un enlazador (L1) unido al extremo 3' del ASO a través
§de un puente de fosfato, y tiene la estructura siguiente: :

: o e s REN | R

{ e \“x‘, o " - T o, | T )

HO e o e “T RS0
o

5 El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células SH-SY5Y tratadas con una dosis Unica de 2.000;
§nM de ASO de tau durante 24 horas en comparacién con el nivel de ARNm de tau en las células de control tratadas con':

Los valores de CI50 de bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 12-25-méricos seleccionados con enlaces internucleosidicos
fosfodiéster se determinaron tal como se ha descrito anteriormente, y se muestran en la tabla 6.

Se sintetizaron varios bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 12-25-méricos con enlaces internucleosidicos fosforotioato y los
valores de CI50 de algunos de esos bloqueadores estéricos se muestran en la tabla 7.

Tabla 6: Clsp de bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 12-25-méricos con enlaces internucleosidicos fosfodiéster
seleccionados.

{ASO SEQID NO

1103 :
1105
1106

1107
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.ASO SEQID NO Clso (nM)  Longitud de ASO

Tabla 7: Clsp de bloqueadores estéricos 2-O-MOE 12-25-méricos con enlaces internucleosidicos fosforotioato
selecmonados

'SEQ ID NO {Secuencia ASO®

108 .GMCAT™CGTMCAGMCTTA™C™C
11 .GMCAT™CGTMCAG"CTT

109 .GMCAT™CGTMCAGMCTTA™C
107 .GMCAT™CGTMCAGMCTTA™CCT

.......................................................................................................................................................................................................................................................

iMCMCATGMCGAG™CTG

.......................................................................................................................................................................................................................................................

139 \MCMCATG™CGAG™CTGA

5 Cada nucledtido tiene una modificacion 2'-O-metoxietilo (2'-O-MOE);, y MC representa 5-metilcitosina Los enlaces
|nternucle03|d|cos son fosforotioato Cada oligonucleétido tiene un enlazador (L1) unido al extremo 3' del ASO a traves
de un puente de fosfato, y tiene la estructura siguiente:

Ejemplo de referencia 5 (no forma parte de la invencion): Inhibicién de la expresion de tau humana en células SH-
SYS5Y por bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 17-méricos

Se disefiaron bloqueadores estéricos 2'-MOE que tienen 17 nucleésidos de longitud para que se dirigieran a exones
constitutivos en tau humana. Estos bloqueadores estéricos 2'-O-MOE 17-méricos se evaluaron en células SH-SY5Y. Se
nucleofectaron células SH-SYS5Y cultivadas con 2.000 nM de un oligonucleétido antisentido seleccionado. Después de un
periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se prepar6 directamente ADNc y se midieron los niveles de ARNm
de tau tal como se ha descrito anteriormente. La tabla 8 muestra las actividades de los bloqueadores estéricos 2'-O-MOE
17-méricos en células SH-SY5Y.

Tabla 8: Inhibicion del ARNm de tau por bloqueadores estéricos MOE 17-méricos en células SH-SY5Y.

§SEQ ID SecuenC|a ASO® % de ARNm ; Exon de tau seleccionado como
‘NO : iresidual’ §d|ana :
141 AGTCTCATMCTCTGGTT"CAAA I
1142 IMCAGMCMCATMC"CTGGTTCAA 1173,6 Y

1143 I TMCAGMCMCAT™CMCTGGTT™CA 11483 1

144 IMCTMCAGMCCATCMCTGGTTC 127,7 ‘1

145 \GG"CTCAG"CGT"C"CGTGT™CA 1159 | a
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'SEQ  ID |Secuencia ASO® % de
‘NO s iresidual’
146 {G"CMCAGTCGTC"CGTGTCA™C :

IMCMCAGMCGTMC"CGTGTMCA™C™C

TMCTMCMCAATGMC"CTG™CTT

150 [ TGTMCTMCCAATG™C"CTG™CT 1120,5 4
1151 {GTGT™CT"CMCAATG"CMCTG™C 43,5 4
‘ {GGTGTMCTMC"CAATG™C"CTG : 4

ITMCAMCGTGATCMCAGMCAG™CT

154 IMCAMCGTGATCMCAG™CAG™CTT 4

155 ................ AmCGTGAmCmCAGmCAGmCTTmc4 ...................................................................
156 ................ mCGAAGmCTGmCTGGTmCAmCG4 ...................................................................
157 ................ TTTGmCTTTTAmCTGAmCmCA5 ...................................................................

TMCTTTGMCTTTTATCTGA™C

“on

1160 | GT"CTTTG"CTTTTA"CTGA 5
161 TTTTTTGT™CATCGMCTT™C : 5
1162 TTTTTGT"CATCGMCTT™CMC 20,0 5
1163 ITTTTGT™CATMCGMCTT™CMCA 24,4 5

{TTTGTMCAT"CG™CTT"C"CAG

{AT"CTTMCGTTTTAMCMCAT™C

v e R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

{GATCTT™CGTTTTAMCMCAT

w
o
(@]
(@]

I TGGGTGGTGT™CTTTGGA

170 .GGGTGGTGTCTTTGGAG

171 GGTGGTGT"CTTTGGAG™C 1053 .7
172 .GTGGTGT"CTTTGGAG"CG

173  ATMCTCMCTCTGATTTTGGAG

174 \GAT"CTCTCTCTGATTTTGGA 178 19
175 \MCGAT™CTCTCMCTGATTTTGG  iee7 19

MCMCTMCMCMCGGTCTGGTGTCTT

L G G G
180 TMCTCMCGGTCTGGTG™CTT™CA 1585 .9
181 ATCTGGTTTGTAGA™CTAT 326 1

182 gAAmCTGGTTTGTAGAmCTA
183 MCAATCTGGTTTGTAGA™CT
1184 ngCAAmCTGGTTTGTAGAmC

{TATGATGGATGTTG™C™CT
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§SEQ ID :SecuenC|a ASOS % de ARNmM :Exén de tau seleccionado como
INO : iresidual’ ‘diana '

........................................................................................................................................................................................................................................................

187 ' TGATGGATGTTG™C"CTAA

{GATGGATGTTGMC"CTAAT

{ATTTTATCTTMCMCATCMCTGG
GATTTTATPCTTT™CMCA™C"CTG
AGATTTTATCTTMCMCA™C™CT
gATTTmCmCTmCmCGmCmCAGGGA

TTT™CMCTMC"CGMCMCAGGGA™C

195 TTMCMCTMCTMCGMCMCAGGGA™CG 745 A2
iTmCmCTmCmCGmCmCAGGGAmCGT :

{AAGGTMCAG™CTTGTGGGT

e

{GAAGGTTCAG"CTTGTGGG

{MCGGAAGGTMCAGCTTGTG

201 AMCMCMCTGMCTTGGMCMCAGGG
202 \mMCMCMCTGMCTTGGMCMCAGGGA
203 IMCMCTGMCTTGGMCMCAGGGAG
1204 IMCTGMCTTGG"C"CAGGGAGG

6 Cada nucleétido tiene una modificacién 2'-O-MOE; y ™C representa 5- met|IC|tosma Los enlaces internucleosidicos :
ison fosfodiésteres. Cada oligonucledtido tiene un enlazador (L1) unido al extremo 3' del ASO a través de un puente de
§fosfato y tiene la estructura siguiente:

o
P N T 0 | P
Hoo T S T *T T Taso
I::}.,

7 El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células SH-SY5Y tratadas con una dosis Unica de 2. OOOE

§nM de ASO de tau durante 24 horas en comparacién con el nivel de ARNm de tau en las células de control tratadas con
{PBS.

Ejemplo 6: Inhibicién de la expresion de tau humana en células Huh7 por gapmeros 5-10-5

Las secuencias de oligonucleétidos antisentido se disefiaron para que fueran complementarias a la isoforma mas corta
de Tau, variante 4 de transcrito, ARNm (GenBank: NM_016841.4). Se realizaron analisis BLAST para cada secuencia de
oligonucleétido para evitar la hibridacién fuera de diana. Los oligonucleétidos antisentido quiméricos modificados recién
disefiados se disefiaron como gapmeros 5-10-5 que tienen 20 nucledsidos de longitud, en los que el segmento de hueco
central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y esté flanqueado por segmentos de ala en la direccién 5' y la direccién 3'
que comprenden cinco nuclebsidos cada uno con una modificacién de azucar de ribosa 2'-O-MOE. Los enlaces
internucleosidicos a lo largo de cada gapmero son enlaces fosforotioato (P=S).

Los gapmeros dirigidos a tau se evaluaron para determinar la inhibicién de la expresién de ARNm de tau humana in vitro.
Las células Huh7 se plaquearon a una densidad de 10.000 células por pocillo y se transfectaron usando reactivo OptiFect
(LifeTech N° de cat 12579-017) con 25 nM del oligonucleétido antisentido. Después de un periodo de tratamiento de 48
horas, se prepard directamente ADNc a partir de células cultivadas usando el kit Fastlane cell multiplex (Qiagen N° de cat.
216513). Los niveles de ARNm de tau se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real en una reaccién de RT-PCR
duplex usando sondas Tagman especificas para MAPT humana (LifeTech, ensayo ID N° Hs00902194_m1: FAM-MGB) y
control enddégeno de TBP humana (proteina de unioén a caja TATA) (LifeTech N° de cat. 4326322E). Todos los datos se
controlaron para establecer la cantidad de entrada de ADNc y los niveles de ARNm de Tau se normalizaron a los niveles
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del gen de referencia endégeno TBP. Tau y el gen de control TBP se amplificaron en la misma reaccién con eficacias de
PCR altas similares, lo que permite la cuantificacion relativa por el procedimiento AACT. Los resultados se presentan
como porcentaje de ARNm de tau residual con respecto a las células de control tratadas con PBS. La tabla 9 muestra las
actividades de los gapmeros en células Huh7.

'SEQIDNO  Secuencia ASO® :% de ARNm residual®

.......................................................................................................................................................................................................................................................

%205 {C*C*G*T*A*CGTCCCAGCGT*G*A*T*C* 22,5

I 45 AR - ————-
207 GGG TAGGTOOCAGEG TGt g
208 GE TG ACATOSTOTE G S
200 GG CTIAGCCATEC TG GG T gy
321 0 G*G*C*C*A*GCGTCCGTGTC*A*C*C*C* 32,8

2211 G*G*C*T*C*TCCCAGCGGCA*A*G*G*A* 32,8

212 [C*C*C*T*C*TTGGTCTTGGT*G*C*A*T* 33,2

T GGG GACCTAOCTOCCA GGG g
T GETEGTCTCTaTTRGG GG T g
S GEGCTCTCTCCATG TG AT T g
LA e
L e e B
O CHCRCRIAGOCBTACBTCCH GGG sra
O GETTCGTETICoAGSE T GGG T s
m GG TOAGCETCTTG G I
3221 C'T*T*G*G*CTCTCCCAGCG*G*C*A*A* §40, 8

222 C*G*G*C*C*TCCTTAGCTGC*T*A*G*A* ‘

1223 C*A*G*C*G*TCCGTGTCACC* C*T*C*T*

3y ST CAGOCATECTAGT TGt g
25 GGG GRCTTTIGECTIC R g
2 SETCCREIIOCCTIOCETT. s
o A i . S ————-

.......................................................................................................................................................................................................................................................

IT*T*G*G*C*TTTGGCGTTCT*C*G*C*G*

: G*G*T*A*C*CTCCTGCAACC*A*A*C*C*
3232 C*A*C*G*T*GGCTTCCTCTC*C*C*A*C*
: G*C*G*T*C*CGTGTCACCCT*C*T*T*G*
{C*A*C*C*C*TCTTGGTCTTG*G*T*G*C*

G T*C*C*C*AGCGTGATCTT*C*C*A*T*

{G*C*C*A*G*CACTGATCACC*C*T*A*A*

IT*G*G*T*C*TCTGTTGGGTC*C*C*A*G*

\G*T*C*C*C*TCAGGGTTGCC*T*T*T*A* .85

G*G*A*C*C*ACTGCCACCTT*C*T*T*G* 58,8
C*A*C*C*T*GGCCACCTCCT*G*G*T*T* 58,9
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%SEQ ID NO §Secuencia ASO¢® :% de ARNm residual®

: G*G*T*G*C*CTTGCCCTTCC*A*T*C*C*
245 C*C*C*G*T*CACACTCACAC*A*A*G*G*
§246 C*C*C*A*A*TCCCTGCTGTG*G* T*C*G*

247 :G*G*G*T*C*CCACTCTTGTG*C*C*T*G*

248 G C*T'T'C*CAGTCCCGTCT*T*T*G*¢* 63
249 (C*C*C*T*T*CTCCCACAGGC*T*&*c*c* 6831
B

.......................................................................................................................................................................................................................................................

{G*C*C*A*C*TGCCTCTGTGA*C*A*C*C*

: G*C*C*T*C*TAACTCCGTGG*C*T*G*C*
256 G*A*T*C*C*CAGAGCCTTCC*G*T*A*T*

257 [C*A*T*C*C*TCGCGCCGCAA*G*C*C*A*
258 {G*C*C*T*C*CCGGCTGGTGC*T*T*C*A*
259 {G*T*G*C*C*TGGACTTTGCC*T*T*C*C*

260  C*T"G*C*C*ACTGCCTCTGT*G*A*C*A* 97

e

264 G T*G*C*T*TCAGGCCTTCG*T*C*A*C* |

265 (C*T*G'MC*C*AGCTTGCCTTCT*C*T*T* 759
266 C*T*C*C*C*GGCTGGTGCTTCHA GG 76,2

267 C*G*C*C*T*CCCGGCTGGTGHCH T TC* 78

268 C*T*G*G*C*CACCTCCTGGT*T*T*A*T* ‘

260 \G*G*C*C*A*CCTCCTGGTTT-A*T*G*A* 7190
210 (C*C*A*T*C*CTGGTGCCACC*A*C*T*¢* 89

| G*C*C*A*C*CACTGACAACCHA*A*G*A*
274  CTT'G'T'CGGCCATGAT*A*TA<* 817
275  TA*A*G'C*AGTGGGTTCTC*T*A*G*T* 8
276  C*C*T"C’'C*CGGCTGGTGCT*T*C*A*&* 88
C*T*C*C*T*GCCAGCTTGCCHT*T*CHT*

C*T*T*C*T*CCTCCGGCCACH TARGHT*

C*T*C*C*T*CCGGCCACTAGH T*G*G*G*

G*C*C* T*T*CTCCTCCGGCC*A*C* T*A* :

{C*C T T*A*CCTGCTAGCTG*G*C*G*T*
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'SEQID NO §Secuencia ASO8 i% de ARNm residual®

8 Los nucleoétidos con * tienen una modificaciéon 2'-O-MOE; los nucleétidos sin * son 2'-desoxinucledsidos. Los enlace
iinternucleosidicos son fosforotioato :

9 El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células Huh7 tratadas con una dosis Unica de 25 nM deé
{ASO de tau durante 48 horas en comparacién con el nivel de ARNm de tau en células Huh7 de control tratadas con PBS.

Ejemplo 7: Inhibicién de la expresion de tau humana en células SH-SY5Y por gapmeros 5-10-5

Los gapmeros que disminuyeron significativamente la expresién de ARNm de Tau en el ejemplo 6 se seleccionaron y se
evaluaron en células SH-SY5Y. Se nucleofectaron células SH-SY5Y cultivadas con oligonucleétido antisentido 2.000 nM.
Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se preparé directamente ADNc a partir de células
cultivadas usando el kit Fastlane cell multiplex (Qiagen N° de cat. 216513). Los niveles de ARNm de tau se midieron
mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando una reaccién de RT-PCR duplex, se usaron sondas Tagman especificas
para MAPT humana (LifeTech, ensayo ID N° Hs00902194_m1: FAM-MGB) y GAPDH humana (LifeTech, ensayo ID N°
Hs02758991_g1: VIC-MGB). Todos los datos se controlaron para establecer la cantidad de entrada de ADNc y los niveles
de ARNm de Tau se normalizaron a los niveles del gen de referencia endégeno GAPDH. Tau y el gen de control GAPDH
se amplificaron en la misma reaccidn con eficacias de PCR altas similares, lo que permite la cuantificacion relativa por el
procedimiento AACT. Los resultados se presentan como porcentaje de ARNm de tau residual con respecto a las células
de control tratadas con PBS. La tabla 10 muestra las actividades de gapmeros 5-10-5 seleccionados en células SH-SY5Y.
Los valores de CI50 de gapmeros 5-10-5 seleccionados con 5-metilcitosinas se determinaron en células SH-SYSY tal
como se ha descrito anteriormente, y se muestran en la tabla 11.

Tabla 10: Inhibicién del ARNm de tau por gapmeros 5-10-5 en células SH-SY5Y

ASO SEQID NO :% de ARNm residual'®

§1O El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células SH-SY5Y tratadas con una dosis Unica de 2.0
inM de ASO de tau durante 24 horas en comparacion con el nivel de ARNm de tau en las células de control tratadas con:;

\PBS.

Tabla 11: CI50 de gapmeros 5-10-5 seleccionados con 5-metilcitosina en células SH-SYS5Y

...........................................................................................................................................................................................................................................................

'SEQ ID NO ‘Secuencia ASO'

.......................................................................................................................................................................................................................................................

?284 IMCMC*G*T*A*MCGTMCMC"CAGTCGT*G*A*T*MC*
285 GG T*T*G*AMCAT"CGT"CTGMC*"C*T*G*T*
1286 [ G*G*G*MC*T*MCAGTCMCATMCMCTG*G*T*T*mC*

| G*G*C*T*mC*T"CCCAGCGG CA*A*G*G*A*
mCAMCAMCHT*MCATTGGTMCTTGGT*G*MC*AT*
|G C*T*G*G*T"CT"CTGTTGGG T*"C*mC*mC*
| G*T*MC*mCHmC*AMCTCTTGTGMCMCH TG G*A*

i11. Los nucleétidos con * tienen una modificacion 2'-O-MOE; los nucleétidos sin * son 2'-desoxinucleésidos; y ™
irepresenta 5-metilcitosina. Los enlaces internucleosidicos son fosforotioato
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Ejemplo 8: Caracterizacién de oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT

Los oligonucleétidos antisentido dirigidos a MAPT se caracterizaron usando un instrumento de cromatografia liquida -
espectrometria de masas (CL-EM) de alto rendimiento de Thermo Scientific. Este procedimiento se usé para confirmar
las masas esperadas de oligonucleétido antisentido (ASO) y proporcionar informacidn sobre la pureza de la muestra y la
identificacién de los componentes principales presentes. Por ejemplo, el oligonucleétido antisentido que comprende la
SEQ ID NO: 284 tiene la estructura mostrada en la figura 1Ay la formula de C230H321N720120P19819. Por lo tanto, el
peso molecular esperado para ASO que comprende la SEQ ID NO: 284 es de aproximadamente 7212,3 Da. La figura 1B
muestra que la masa de pico para ASO que comprende la SEQ ID NO: 284 medida por CL-EM es 7214,3 Da. La figura
1C muestra el informe de pico de deconvolucién de CL-EM para ASO que comprende la SEQ ID NO: 284.

El oligonucledtido antisentido que comprende la SEQ ID NO: 285 tiene la formula de C230N69 0124 P19 S19 H318, con
un peso molecular estimado de 7231,11 Da. La figura 1D muestra que la masa de pico para ASO que comprende la SEQ
ID NO: 285 medida por CL-EM es 7232,5. La figura 1E muestra el informe de pico de deconvolucién de CL-EM para ASO
que comprende la SEQ ID NO: 285.

Ejemplo 9: Evaluacién in vivo de gapmeros dirigidos a MAPT
Generacién de ratones transgénicos de tau humana (hTau)

Los vectores BAC (pBACe3.6) que contienen el gen tau humano MAPT se obtuvieron de bibliotecas genémicas humanas
de Life Technologies. Se cribaron tres vectores que se predijo que contenian todas las regiones reguladoras del gen
MAPT. EIADN genémico humano se sometié a PCR estandar para analizar la presencia de cada exén, también se usaron
cebadores que abarcan intrones del gen tau humano y regiones reguladoras para determinar la secuencia de los clones.
La comparacién con el ADN humano mostré que un clon (RP11 669E14) estaba intacto para todas las porciones del gen
tau. Este vector BAC se usé para generar ratones transgénicos BAC hTau. EI ADN purificado se inyecté en embriones
fertilizados de ratones C57BL/6. EI ADN de cola de las crias fundadoras se digirié con enzimas de restriccién y se hibridd
con sondas especificas de exdn, usando ADN humano digerido de manera similar como control para evaluar la integridad
transgénica. Las crias fundadoras positivas se expandieron. Se generaron varias lineas transgénicas BAC hTau y una
linea mostrd expresién de ARNm de MAPT humano y proteina (figuras 2A-2C). Esta linea expresaba los seis transcritos
de cerebro humano e isoformas de proteinas encontradas en el cerebro humano (figuras 2A-2C). Los ratones transgénicos
heterocigotos BAC hTau portan una copia del transgén y los niveles de expresién de ARN y tau humana son comparables
a la expresién de tau murina endégena.

Silenciamiento in vivo de tau humana por oligonucleétidos antisentido

Se evaluaron oligonucleétidos antisentido seleccionados in vivo. Se administré a grupos de cinco ratones transgénicos
BAC hTau 1, 10, 50, 200 o 400 pg de un oligonucleétido antisentido seleccionado mediante inyeccién en bolo
intracerebroventricular (ICV), o se dejaron sin tratar como grupo de ratones de control. Todos los procedimientos se
realizaron bajo anestesia con isoflourano y segun las regulaciones de IACUC. Para las inyecciones en bolo ICV, el
oligonucleétido antisentido se inyect6 en el ventriculo lateral derecho de ratones transgénicos BAC hTau. Se inyectaron
dos o cuatro microlitros de una soluciéon de PBS que contenia 100 ug/ul de oligonucledtido. Los tejidos se recogieron
inmediatamente después, 1 hora, 4 horas, 24 horas, 2 semanas, 4 semanas, 12 semanas 0 24 semanas después de la
administracién del oligonucleétido. Se extrajo ARN del hipocampo o la corteza y se examiné para determinar la expresion
de ARNm de tau humana mediante analisis de PCR en tiempo real. Los niveles de ARNm de tau humana se midieron tal
como se ha descrito anteriormente. Los resultados se calcularon como porcentaje de inhibicién de la expresién de ARNm
de tau humana normalizado a los niveles de GAPDH en comparacidn con los ratones control no tratados. La proteina se
extrajo del hipocampo o la corteza y se examiné para determinar el nivel de expresién de la proteina tau humana por
ELISAy se normalizé al nivel de proteina total.

La actividad in vivo de gapmeros 5-10-5 que comprenden la SEQ ID NO: 284 o la SEQ ID NO: 285 se evalué usando los
procedimientos descritos anteriormente. Tal como se muestra en la tabla 12, ambos oligonucleétidos antisentido inhibieron
significativamente la expresién de ARNm de tau humana en la corteza y el hipocampo 2 semanas después de una Unica
inyeccion ICV de oligonucleétidos antisentido. El silenciamiento del ARNm de tau humana fue de aproximadamente el
65% tanto en la corteza como en el hipocampo para el gapmero que comprende la SEQ ID NO: 285. El silenciamiento del
ARNmM de tau humana fue de aproximadamente el 42% tanto en la corteza como en el hipocampo para el gapmero que
comprende la SEQ ID NO: 284. Para el nivel de proteina tau después de 2 semanas de tratamiento con ASO, el gapmero
que comprende la SEQ ID NO: 285 silencié aproximadamente el 50% de la expresién de proteina tau en la corteza; y el
gapmero que comprende la SEQ ID NO: 284 silencié aproximadamente el 36% de la expresién de proteina tau en la
corteza. No observamos una reduccion significativa del nivel de proteina tau en el hipocampo después de 2 semanas de
tratamiento con ASO.
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Tabla 12: Inhibicién del ARNm de tau y la expresién de proteinas por gapmeros 5-10-5 MOE in vivo

§A80 SEQ % de ARNm de tau residual dos semanas después % de proteina tau residual dos semanas después
{ID NO idel tratamiento con ASO'2 idel tratamiento con ASO'3 '

:Corteza ‘Hipocampo :Corteza {Hipocampo

12 El % de ARNm de tau residual es el nivel de ARNm de tau en el tejido cerebral indicado de ratones transgénicos :
BAC hTau dos semanas después de una Unica inyeccién ICV del ASO indicado, en comparacion con el nivel de ARNm
‘de tau en el tejido cerebral correspondiente de los ratones transgénicos BAC hTau de control que no se trataron con':
ASO :

§13: El % de proteina tau residual es el nivel de proteina tau en el tejido cerebral indicado de ratones transgénicos BACE
§hTau dos semanas después de una Unica inyeccién ICV del ASO indicado, en comparacién con el nivel de proteina tau :
ien el tejido cerebral correspondiente de los ratones transgénicos BAC hTau de control que no se trataron con ASO. :

El nivel de ARNm de tau y proteina tau también se evaluaron 4 semanas después de la Unica inyeccion ICV de los
gapmeros. Los oligonucledtidos antisentido que comprenden la SEQ ID NO: 285 inhibieron significativamente la expresién
de ARNm (figura 2D) y proteina tau humana (figura 2E) en el cerebro. El silenciamiento del ARNm de tau humana fue de
aproximadamente el 60% tanto en la corteza como en el hipocampo para el gapmero que comprende la SEQ ID NO: 285
(figura 2D y datos no mostrados). El analisis por inmunotransferencia Western mostré que el gapmero que comprende la
SEQ ID NO: 285 silenci6 el nivel de proteina tau humana en aproximadamente el 50% en el hipocampo 4 semanas
después del tratamiento (figura 2E).

Para detectar la distribucion cerebral de los oligonucleétidos antisentido en el cerebro de ratones transgénicos BAC hTau,
se realizaron experimentos de hibridacién in situ usando una sonda de acido nucleico bloqueado marcada con
digoxigenina doble (DIG) (LNA™ Exigon). Se hibrizaron sondas de LNA de doble-DIG complementarias a oligonuclettidos
antisentido diana durante la noche. Las sondas se detectaron a continuacién usando un anticuerpo conjugado con
fosfatasa alcalina anti-DIG de oveja (Roche Diagnostics, N° de cat. 11093274910) y la reaccion colorimétrica de nitroazul
de tetrazolio conjugado con el sustrato de fosfatasa alcalina fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP). La distribucién
cerebral del oligonucleédtido antisentido de SEQ ID NO: 285 en un experimento representativo se mostr6 en la figura 3,
que muestra la difusién inicial del ASO desde los ventriculos al parénquima cerebral de ratén y la sefial de distribuciéon no
cambia entre 24 horas y 2 semanas (figura 3). El oligonucleétido antisentido es estable en el cerebro incluso después de
4 semanas (datos no mostrados).

Se observé inhibicion dependiente de la dosis de la expresién de ARNm de tau humana (figura 4A) y proteina (figura 4B)
en ratén transgénico BAC hTau por el oligonucleétido antisentido de SEQ ID NO: 285 (figuras 4Ay 4B).

El curso temporal del nivel de expresién de ARNm (figura 5A) y proteina tau humana (figura 5B) en ratones transgénicos
BAC hTau después de una Unica inyecciéon ICV de 200 ug del oligonucleétido antisentido de SEQ ID NO: 285 mostré
inhibicion mantenida de la expresién de ARNm de tau y proteina tau hasta 12 semanas por el oligonucleétido antisentido
de SEQ ID NO: 285 (figuras 5Ay 5B).

Ejemplo de referencia 10 (no forma parte de la invencidn): Inhibicién de la expresién de tau humana en células
Huh7 y SH-SY5Y por gapmeros 5-10-5 adicionales con 5-metilcitosina

Se evaluaron secuencias de gapmeros adicionales con 5-metilcitosina dirigidos a tau para determinar la inhibicién de la
expresion de ARNm de tau humana en células Huh7 y SH-SY5Y in vitro tal como se ha descrito anteriormente. Los
resultados se presentan como porcentaje de ARNm de tau residual con respecto a las células de control tratadas con
PBS. La tabla 13 muestra las actividades de secuencias cribadas adicionales de gapmeros 5-10-5 en células Huh7 y SH-
SY5Y.

Tabla 13: Inhibicién del ARNm de tau por gapmeros MOE 5-10-5 en células Huh7 y SH-SY5Y

...........................................................................................................................................................................................................................................................

'SEQ D SecuenC|a ASO™ % de ARNm residual :% de ARNm residual :
NO \en células SHSY5Y'S gen células Huh7'®
307 | 'éi?%'é?ﬁ%é?r'n'&F%&féé%'éﬁ%'é'%'ééﬁéiéié;é? """""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 347
308 T*G*GMCMCTCTTMCTGGMCMCTG'GA'G'G* 507 a1
309G*mC*T*G*G*TGmCTTmCAGGTT*mC*T*mC*A*427 .................................
310T*mC*A*G*G*TmCAAmCTGGTTT*G*T*A*G* ............................................................................................ gy—
B e P aag—
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'SEQ ID ;Secuencia ASO™
NO

.................... T*T*G*mc*T*mCAGGTmCAAmCTG*G*T*T*T*

§31 3 nC*mMC* T*T*G*MCT"CAGGT"CAANC* T*G*G*T*

: T T*mCHT*mC*mCMCTMCTTMCTATCA T*G*G*A*
316 MCHTAT*MCHT*MCMCMCTMCTTMCTATCHAMT*GHG*
317 mMCHMCHTHTHMCATMCMCMCTMCTTICTAMCHAMT G
: [MC*A*A*A*T*MCTCTTTGTTGMCT*G*"C*MC*A*

T*mC*A*A*A*TMCTCTTTGTTGTC*T*G*CHmC*

320 I T*G*G*MC*T*MCMCAMCGAAMCAMCA*MC*MCHA*A* ’
1321 G T*G*G*MC*TMCMCAMCGAATCAMC*A*MC*MC*A* ’
1322 IT*G*T*G*G*™CTMCMCAMCGAAMCA*MC*A*MCH*NC*

R R AR R R R RN RN RARREI. AR R ERE R RRERE R REERE R

323 "C*T*G*T*G*G"CTMCMCATCGAATC*A*MCHA*MC*

325 G*TC*TCAT*G*TGGMCTTCMCATCGA*A*MCHARTC*

326 T*GMC*C*T*GTGGMCTMCMCAMCG*A*A*MC*A*

327 nC*T*GMC*MC*TGTGGMCTMCMCATC*G*A*A*™C*
328 TmC*T*G*mC*MCTGTGGMCTMCMCA*MC*G*A*A*
329 {G*T*MCHT*G*MCMCTGTGGMC TMCMCHA*MCHGHA*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

1330 IMC*G*T*MC*T*GMCMCTGTGGMCTMCHMCHA*MC*G*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

| T*mC*G*T*"C*TGMCTCTGTGGMCT*MCH*MC*A*mC* :

332 A*T*MC*G*T*MCTGMCMCTGTGGMC*T*MC*mMC*A*

| G*A*C*A*T*"CGTCTG™C"CTGT*G*G*"C*T*

T*G*A*"C*A*T"CGT"CTG"C"CTG*T*G*G*"C*

337 T*T*G*A*™C*AT"CGT"CTG"C"CT*G*T*G*G*
338 G T*T*G*A*"CAT"CGTMCTGMCC*T*G*T*G*
1285 GG T*T*G*AMCAT"CGT"CTGMC*"C*T*G*T*

339 A*G*GT*T*GATCATMCGTTCTGY™C*mC*T*G* 1234  iage

340 A*A*G*G*T*TGATCAT™CGTMCT*G*mC*mC*T*

IMCFA*MCA*A*GGTTGAMCAT"C G T*MC*T*G*

R R AR R R R RN RN RARREI. AR R ERE R RRERE R REERE R

1344 LA*MCHAMCHA*AGGTTGAMCATMCH*GH*T*MC*T*

345 IMCHAMTCRAMCYAAGGTTGATCAT*"C*G*T*"C* 335 782
346 TC*AC*ATCAAGGTTGAMCAT*"C*G*T* 444 604
347 MC*T*MC*A*MC*ATCAAGGTTGATC*A*T*MC*G*
348 | A*MC*T*MC*A*™CATCAAGGTTGA*MCHA*T*mCH
349 MC*A*MCAT*MC*AMCATCAAGGTTG*A*™C*A*T*

350 A*MC*A*MC*T*"CATCAMCAAGGTT*G*A*mC*A*
: *A*mC*A*MC*TMCAMCATCAAGGT*T*G*A*MC

36
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iSEQ ID {Secuencia ASO" % de ARNm residual % de ARNm residual
INO 5 ien células Huh7'®
1352 {T*MC*A*MC*A*MCTMCATCATCAAGG T*T*G*A* i73,2

3563 G T*MC*A*C*AMCT"CAMCATCAAG*G*T*T*G*

; \mC*MC*G*T*MC*AMCATCTCATCATCA*A*G*G*T* | :
356 MCHMCHMCHMCHGHFTMCAMCATCTMCATCAMCHAYAGH 33,3 70,1
357 MCHMCAMCHT*TAMCTMCMCMCAMCAGGMCHT*GHMCHMCH 40,3 65,4
: [MC*A*T*MC*A*AGGT™CAGT CTT*T*T*mC*T* | :
[MCAMCA*A*MCHMCTTMCAGAATC T CHA*AT*A*

360 I T*MC*MC*A*A*MCMCTTMCAGAAMCT*MC*A*A*T* ’

361T*T*mc*mc*A*AmCmCTTmCAGAAmc*T*mc*A*A* ...............................................................................................................................
362(3*T - T*mC*mC*AAmCmCTTmCAGAA*mc*T*mc*A* ..............................................................................................................................
363A*G*T *T*mc*mCAAmCmCTTmC AGA*A*mc*T*mc* .............................................................................................................................

| G*MC*A*G*T*TCMCAATCTCTTMCA*G*A*A*MC*

366 G*T*"C*"C*C*AGGTMCTGTCAAA*G*T*G*G*
367  A*A*G*T*MC*MCTCAGGTMCTGMCA*A*A*GHT*
1368 | A*A*A*G*T*CTCTCAGGT™CTGMC*A*A*A*G*
369 G*G*™C*A*C*AAGT™CTCTTATCA*A*A*G*A*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

1370 L A*GH*GH*MCHA*MCAAGTMCMCTTAMCHA*A*A*G*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

THMCA*MCHMCH*MC TMCAGTATGGA*G*T*A*G*

v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

372 T*T*MC*A*MC*MCMCT"CAGTATGG*A*G*T*A*

 A*A*T*T*T*MCAMCMCMCTCAGTAT*G*G*A*

\mCAMCHT*T*A*ATTTMCATCMCMCTMCAYGHT*A

377 MC*MC*MCHT*T*AATTTMCATCTCTCT*MC*A*GHT*
378 T*MC*MC*MC*T*TAATTTMCATCTCMC*T*MC*A*G*
379 T*T*MC*MC*MC*TTAATTTMCATCTCHmCHT*MCHA*

: mC*T*T*mC*mC*mCTTAATTTmCAmc*mc*mc*T*mc*

1381 AMMCHT*MC*T*TGTG"C"CTGGAMCHT*T*T*G*

[ MCHMCHMCA*MCTMCTTGTGMCMCTG*G*A*CAT*

........................................................................................................................................................................................................................................................

1385 i T*mC*MC*HMC*A*MCTMCTTGTGMCMC T*G*G*A*MC*

| G*T*mC*mC*C*AMCTCTTGTGMC CHT*G*G*A* |
387 G'GTMCTMCTCATCTTCTTGTGMC™C*T*G*G* 310 369
1388 G*G*G*T*"C*"CMCATCT"CTTGTG*"C*mC*T*G*
389 G*T*G*"C*"C*"CTGG™CT™CATCAT*"C*T*G*T*
390 A*G*T*G*"C*CMCTGGMCTMCATCA*T*"C*T*G*

391 MC*A*G*T*G*"C™C™CTGGMCTMCATC*A*T*mC*T*
: MC*A*G*T*G™CC"CTGG C TMCA*MC*A*T*mC*

37



ES 2984 631 T3

iSEQ ID {Secuencia ASO" % de ARNm residual % de ARNm residual
INO 5 ien células Huh7'®
1393 AFGTMCHA*GTTGMCMCMCTGGMCTMCH*AYMCH*A*T* i72,6

394 T*G*A*G*"C*AGTGMC"CMCTGGMC*T*MC*A*MC*

3 ATGMC TG MCTTCMCAGMCAGAA M CA*G A
397 TAT*A*T*GTT"CAGMCTGMCT*MC*"C*A*G*
398 G T*A*T*A*TGTT"CAGTCTGMC*T*mMC*MC*A*
: T*GT*A*T*ATGTT"CAG™CTG*™C*T*mC*mC*
G*"C*A*G*G*GM"CAATCAT"CTAT*G*T*A*T*

401 {G*G*"C*A*G*GGMCAAMCATCTA*T*G*T*A* ’
402 {G*G*G*"C*A*GGGMCAAMCATCT*A*T*G*T* ’
1403 IT*MC*A*MC*T*MCTGGTGAATMCMC*A*A*G*MC*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

404 | G*T*™C*A*™C*T™CTGGTGAATTC*MC*A*A*G*

406 T*A*G*T*MC*ATCTMCTGGTGAAT*MCHmCHA*

1407 A*T*A*G*T*"CATCT™CTGGTGA*A*T*"C*mC*

408 MC*A*T*A*G*TMCATCT"CTGGTG*A*A*T*mC*
409 TMC*A*T*A*GTMCATCT"CTGGT*G*A*A*T*
§41 0 nCT*G*GT*MCT"CTGTTGGGT*MC*MC*MC*A*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

411 AT*MC*CrT*GTGMCTTMCAGGTC*mC*T*T*mC*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

| A*A*T*MC*mC*TGTGMCTT"CAGG*™C*MCHT*T* :

413 MC*T*A*A*T*"CMCTGTGMCTTMCA*G*G*"C*C*

| G*T*mC*MCHT*AAT™CMCTGTGMCT*T*MC*A*G*

 A*G*T*™C*mC*TAAT™CMCTGTGMCHT*T*MC*A*

418 |MC*A*G*T*mC*"CTAAT™C™CTGTG*"C*T*T*mC*
419 T*"C*A*G*T*"CMCTAAT™CTCTGT*G*"C*T*T*
420 T*T*"C*A*G*T™CMCTAATMCMCTG*T*G*"C*T*

\MC*T*T*MC*A*GTMCMCTAAT™CMCT*G*T*G*mC*

422 {G*™C*T*T*™C*AGT™CTCTAAT™C C*T*G*T*G*

T*G*"C*T*"C*TGGT™CAAGGMCT*T*T*G*G*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

426 GT*GC*T*"CTGGT™CAAGGMC*T*T*T*G*

27 GGG MGITCTAGTRCARGG T T gy g
8 TERGGTERCTIETEGTIC ARG T g g g
429 T*T*T*mC*T*"CATGGMCAGMCAG*A*T*G*G*
430 T*GmC*T*G*AGTTT"CTTTAG*G*"C*A*G*
431 mC*T*G*MC*T*GAGTTT™CTTTA*G*G*MC*A*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

1432 G*C*T*G*MC*TGAGTTT"CTTT*A*G*G*™C*
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iSEQ ID {Secuencia ASO" % de ARNm residual % de ARNm residual
INO 5 ien células Huh7'®
1434 ArGYGMC*T*GMCTGAGTTTTCT*T*T*A*G* 74,7

435 G*A*G*G*"C*TG"CTGAGTTT™C*T*T*T*A*

3 \mC*T*G*mC*mC*AAGTCCMCTMCAG GG T*T* | :
438 AMMC*T*G*MC*CAAGT™CMCTCTMCA*G*G*G*T* 53,4 78,8
439 T*A*MC*T*G*"CMCAAGTMCTCMCTMCA*G*GHG* 34,5 74,9
: [MC*T*A*MC*T*GMCTCAAGT™CCCT*"C*A*G*G* | :

T*"C*T*A*MC*TGCMCAAGTMCMCMCHT*MC*A*G*

1442 TTMCAT*A*CTGMCTCAAGTMCMCHMCHT*MCHA* |
1443 TTT*ATCTGMCMCAAGT™CHMC*mC*T*mC |
444 ATT*T*"Q*TATCTGTCTCAAGT*MC*mC*mCT*

.......................................................................................................................................................................................................................................................

445 G*A*T*T*T*"CTA"CTGMCMCAAGHT*mC*MC*mC*

447 T*G*G*A*T*TTMCTATCTGTCTCA*A*GHT*MC*

448 "C*T*G*G*A*TTT"CTATCTGMCMC*A*A*G*T*

449 ATT*MC*T*T*AGGTCTGGMCMCMCMC*A*A*GHA*
450  T*G*A*T*"C*TTAGG™CTGGMCMC*mC*mC*A*A*
451 TT*T*A*T*"CTGmCmCAGTCAMCT*G*A*T*"C*

457 ATTTAMCTERGTCAGTCATG AT g gy
f A*A*T*T*T*ATCTGMCCAGMCA*MCHT*G*A* :

454 T*A*T*A*T*MCTCTATMCTAGTCTC*MC*A*MC*MC*

 A*ARMCHMCHMCHMC AAGGGTCMCTCT*A*A*MCHT*

| G*MC*A*A*MCMCAGATGTMCTCAT*AT*T*"C

““““““““““ (G*G'MC*T*T*AGGATCTCTCTCTGA*A*A*G*A* 1598 711
G*G*MC*A*T*GATTGTGGGCT*T*AG*G*
A*G*G*MC*A*TGATTGTGGGCH T T*A*G*

| G*T*A*A*MC*mCMCTTTTMCAAAG CHT*G*A*

| G*G*T*A*A*"CMCTCTTTT"CAAA*G*"C*T*G*

IMC*A*G*G*G*TAATCCMCTTTTMC*A*A*A*G*

T T T P
MCHMCHMCHA*G*GGTAATCTCTCTTT*T*MCHA*A*

469 GMMCCHMCYA*GGGTAATCTCTCTT*T*T*mC*A* 319 582
T*G*mC*T*C*AATCATGGTCAAAMMCHT*MC*A*

{T*mC*mC*T*G*MCTMCAATCAT GGMCA*A*A*MC*
| G*T*MC*mC*T*GMCTMCAATCATGGHMC*A*A*A* ‘

114. Los nucledtidos con * tienen una modificacion 2'-O-MOE; los nucleétidos sin * son 2'-desoxinucleésidos; y ™C
irepresenta 5-metilcitosina. Los enlaces internucleosidicos son fosforotioato :
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'SEQ ID ;Secuencia ASO" % de ARNm residual %de ARNm residual |
zNO ; en células SHSY5Y'S en células Huh7'¢

115. El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células SH-SY5Y tratadas con una dosis tnica de 2.00
:nM de ASO de tau durante 24 horas en comparacién con el nivel de ARNm de tau en las células de control tratadas con :
:PBS.

§16. El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células Huh7 tratadas con una dosis Unica de 25 nM deé
{ASO de tau durante 48 horas en comparacion con el nivel de ARNm de tau en células de control tratadas con PBS.

Los gapmeros que disminuyeron significativamente la expresién de ARNm de Tau en la tabla 13 se seleccionaron y se
evaluaron en células SH-SYSY. Los valores de CIS0 de gapmeros 5-10-5 seleccionados con 5-metilcitosinas se
determinaron en células SH-SY5Y tal como se ha descrito anteriormente, y se muestran en la tabla 14.

Tabla 14: CI50 de gapmeros 5-10-5 seleccionados con 5-metilcitosina en células SH-SY5Y

SEQ ID NO ‘Secuencia ASO'? iCI50 (nM)

313 ........................... mC* L 1 s
327 ........................... mC*T*G*mC*mC*TGTGGmCTmCmCAmC*G*A*A*mC*844 .....................
s P et P
w0 reGTRGTICCTOTaG TS TG G s s

\T*mC*G*T*mC*TGMCMCTGTGGMCT*mC*mC*A*mC* 818
A*T*MC*G*T*"CTGMCMCTGTGGMC*T*"C*mC*A* 918
[MC*A*T*MC*G*TCTGMCMCTGTGG M CHT*mC*mC* 981

AMCART*MC*GTMCTGMCMCTGTG*G*mC*T*mC

\G*A*mC*A*T*"CGT™CTGMC"CTGT*G*G*mC*T*

T*G*A*MC*A*T"CGTCTGC CTGH T*G*G*mC*

\G*T*T*G*A*™CAT"CGT"CTG™C"C*T*G*T*G*

R R RN R RE R AR R EREN. RAERE AR RRERE AR

 A*A*G*G*T*TGA"CAT"CGT™CT*G*mC*mC*T*

R R RN R RE R AR R EREN. RAERE AR RRERE AR

G T*MC*MC*MC*AGGT"CTGCAAAGHT*G*G*

[MCHMC*MCA*MCHTMCTTGTGCMCTG*G*A*C*T*

| G*T*MCHA*MCHTTCTGGTGAATTCHMCHARA* G s
‘ gA*G*T*mC*A*mCTmCTGGTGAAT*mC*mC*A*A* 743
381 ARMCHT*MCHT*TGTGMCMCTGGATCHT*T*T*G* 2737

117. Los nucledtidos con * tienen una modificacion 2'-O-MOE; los nucleétidos sin * son 2'-desoxinucledsidos; y mC :
irepresenta 5-metilcitosina. Los enlaces internucleosidicos son fosforotioato :

Ejemplo 11: Inhibicién de la expresién de tau de mono y humana por oligonucleétidos antisentido con 5-
metilcitosina

Algunos gapmeros que disminuyeron significativamente la expresién de ARNm de Tau se seleccionaron y se evaluaron
en células de mono verde COS1. Los resultados se presentan como porcentaje de ARNm de tau residual con respecto a
las células de control tratadas con PBS. La tabla 15 muestra las actividades de gapmeros 5-10-5 seleccionados en células
COs1.

Tabla 15: Inhibicién del ARNm de tau de mono verde por gapmeros MOE 5-10-5 en células Cost

'SEQ ID NO ;Secuencia ASO'® ‘% de ARNm de tau§
‘residual®
1285 : G*G*T*T*G*A"CAT"CGTMCTGMC*MC*T*G*T* 39
284 iMCHMCGHFTXA*MCGTMCMCMCAGMCGT*G*A*T*mC* 61
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'SEQID NO Secuencia ASO' % de ARNm de tau:
: : ‘residual® :

1473 iMC*MC*MC*G*T*AMCGTMCMCMCAGCG*T*G*A*T*

| G*G*"C*MC*A*GMCGTMCMCGTGTMCA*MCHMCHmC*

A*C*A*T*"CGTMCTGMCMCTGT*G*G*"C*T*

384 mCAMCAMCHAMCHTMCTTGTGNCTCTGHGHAMCHT* 51
313  mCHMCHT*T*G*mCT"CAGGT"CAATCHT*G*G*T* 37
1366  G*T*mC*MC*mC*AGGTCTGMCAAA*G* T*G*G* .35
329  GTTMCT'GTCTCTGTGGTCTMCTCA*C*GHA* 3
405 I AGTCAMCTMCTGGTGAAT*CHCHASA* 7

18. Los nucledtidos con * tienen una modificacién 2'-O-MOE; los nucleétidos sin * son 2'-desoxinucleésidos; y ™
irepresenta 5-metilcitosina. Los enlaces internucleosidicos son fosforotloato

219 El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las células Cos1 tratadas con una dosis Unica de 2.000 nM :
ide ASO de tau durante 24 horas en comparacion con el nivel de ARNm de tau en las células de control tratadas con
‘PBS.

Algunos oligonucleétidos antisentido que disminuyeron significativamente la expresién de ARNm de Tau se seleccionaron
y se evaluaron en neuronas derivadas de células madre embrionarias humanas (hESC). Los resultados se presentan
como porcentaje de ARNm de tau residual con respecto a las células de control tratadas con PBS. La tabla 16 muestra
las actividades de oligonucleétidos antisentido seleccionados en neuronas humanas.

Tabla 16: Inhibicién de neuronas derivadas de hESC de la expresién de tau humana mediante ASO de tau seleccionado

SEQ IDNO iSecuencia ASO? de ARNm residual?!

§285  G*G*T*T*G*ATCATMCGTMCTGMCHMC*T*G*T*
475 OO AT GO G ARG MO TR G AR TR AR AR A, T
P
R
§‘;ﬁé"""""""""""?"‘1}%%‘(‘ji;&i;&;@‘r‘n'é;L'T";é;éi{i}if;‘é;f;,&;é;;&;aé; ““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““

120. Los nucledtidos con * tienen una modificacion 2'-O-MOE; los nucleétidos sin * son 2' desoxinucledsidos; y ™
irepresenta 5-metilcitosina. Los enlaces internucleosidicos son fosforotloato

;21. El % de ARNm residual es el nivel de ARNm de tau en las neuronas derivadas de hESC tratadas con una dosis Unica
:de 10 yM de ASO de tau durante 10 a 14 dias en comparacion con el nivel de ARNm de tau en células de control tratadas
icon PBS. :

Ejemplo de referencia 12 (no forma parte de la invencién): Evaluacién in vivo de gapmeros dirigidos a MAPT

La actividad in vivo de los gadpmeros 5-10-5 seleccionados se evalué usando los procedimientos descritos en el ejemplo
9. Tal como se muestra en la tabla 17, algunos oligonucleétidos antisentido inhibieron significativamente el ARNm de tau
humana y la expresién de proteinas en la corteza y el hipocampo.

Tabla 17: Inh|b|C|on del ARNm de tau y la expresién de proteinas por gapmeros MOE 5-10-5 in vivo

...........................................................................................................................................................................................................................................................

SEQ ID :Dosis :Duracién del | \% de ARNm de tau residual después :% de proteina tau residual después:
‘NO _(ug) ‘tratamiento \del tratamiento con ASO? :del tratamiento con ASO?
{(semanas) { : {

4
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§SEQ ID i Dosis ‘Duraci6n del | % de ARNm de tau residual después : % de proteina tau residual despué

‘NO i(ug) itratamiento \del tratamiento con AS0?22 ‘del tratamlento con ASO%

: : {(semanas) | ! :

3% 50 4  NT* 76  NT 103
1384 50 4 ‘

313 50 4

322 El % de ARNm de tau residual es eI nivel de ARNm de tau en el tejido cerebral indicado de ratones transgenlcosé
§BAC hTau cuatro semanas después de una Unica inyeccién ICV del ASO indicado, en comparacién con el nivel de ARNm
:de tau en el tejido cerebral correspondiente de los ratones transgénicos BAC hTau de control que no se trataron con
{ASO. :

;23 El % de proteina tau residual es el nivel de proteina tau en el tejido cerebral indicado de ratones transgénicos BACE
§hTau cuatro semanas después de una Unica inyeccion ICV del ASO indicado, en comparacion con el nivel de protelnaé
itau en el tejido cerebral correspondiente de los ratones transgénicos BAC hTau de control que no se trataron con ASO.

%24: N/T significa no evaluado

A menos que se definan de otra forma, las expresiones y los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente
documento tienen el mismo significado que los que normalmente entiende un especialista familiarizado con el campo al
que pertenece la divulgacion.

A menos que se indique lo contrario, todos los procedimientos, etapas, técnicas y manipulaciones que no se describen
especificamente en detalle se pueden realizar y se han realizado de una manera conocida de por si, como resultara
evidente para el experto en la técnica. Se hace referencia de nuevo, por ejemplo, a los manuales estandares y a los
antecedentes generales de la técnica mencionados en el presente documento y a las referencias adicionales citadas en
los mismos.
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleobases que tiene al menos el 90% de identidad de secuencia
con:

GGTTGACATC GTCTGCCTGT (SEQ ID NO: 208 o SEQ ID NO: 285)

en el que C en cualquiera de las secuencias de nucleobases es citosina o 5-metilcitosina, y en el que al menos un
nucleétido del oligonucleétido tiene una modificacién en 2'.

2. El oligonucleétido de la reivindicacién 1, en el que el oligonucleétido comprende una secuencia de nucleobase que
tiene al menos el 95% de identidad de secuencia con:
GGTTGACATC GTCTGCCTGT (SEQ ID NO: 208 o SEQ ID NO: 285)

3. El oligonucleétido de la reivindicacion 2, en el que el oligonucleétido comprende una secuencia de nucleobases de:
GGTTGACATC GTCTGCCTGT (SEQ ID NO: 208 o SEQ ID NO: 285);

4. El oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el enlace internucleosidico del oligonucleétido es
un enlace fosfodiéster o fosforotioato.

5. El oligonucleétido de la reivindicacién 4, en el que el enlace internucleosidico del oligonucledtido es un enlace
fosforotioato.

6. El oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en el que el oligonucleétido comprende al menos cinco 2'-
desoxinucleésidos contiguos, preferentemente al menos siete 2'-desoxinucledsidos contiguos, de forma mas preferida
diez 2'-desoxinucledsidos contiguos.

7. El oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 5-6, en el que el oligonucleétido disminuye la expresién de
ARNmM de tau o proteina tau mediante la activacién de ARNasa H.

8. El oligonucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que cada C en cualquiera de las secuencias de
nucleobases es 5-metilcitosina.

9. El oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la modificaciéon en 2' se selecciona del grupo que
consiste en 2-fluoro, 2'-desoxi-2'-fluoro, 2'-O-metilo, 2'-O-metoxietilo (2'-O-MOE), 2-O-aminopropilo (2'-O-AP), 2-O-
dimetilaminoetilo (2'-O-DMAOQOE), 2'-O-dimetilaminopropilo (2'-O-DMAP), 2'-O-dimetilaminoetiloxietilo (2'-O-DMAECE) y 2'-
O-N-metilacetamido (2'-O-NMA).

10. El oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la modificacién en 2' es 2'-O-metoxietilo (2'-O-
MOE).

11. El oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el oligonucleétido es capaz de disminuir el nivel
de expresién de ARNm de tau o proteina tau en al menos el 30% in vitro, o al menos el 30% in vivo.

12. Un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucleobases seleccionada del grupo que consiste en
G*G*T*T*G*ACATCGTCTGC*C*T*G*T* (SEQ ID NO: 208) y G*G*T*T*G*AMCAT"CGT™CTG™C*"C*T*G*T* (SEQ ID NO:
285), en el que los nucleétidos con * tienen una modificacién 2'-O-MOE;, los nucleétidos sin * son 2'-desoxinucleésidos;
mMC representa 5'-metilcitosina y los enlaces internucleosidicos son fosforotioato.

13. Una composiciéon que comprende el oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

14. El oligonucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 o la composicién segun la reivindicacién 13 para su uso
en el tratamiento de una enfermedad asociada a tau en un sujeto que lo necesita.

15. El oligonucleétido para su uso segun la reivindicaciéon 14, en el que la enfermedad asociada a tau se selecciona del
grupo de enfermedad de Alzheimer (EA), esclerosis lateral amiotréfica/complejo de parkinsonismo-demencia (ALS-PDC),
demencia argirofilica granulosa (AGD), angiopatia amiloide de tipo britanico, angiopatia amiloide cerebral, encefalopatia
trauméatica crénica (CTE), degeneracion corticobasal (CBD), enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), demencia
pugilistica, ovillos neurofibrilares difusos con calcificaciéon, sindrome de Down, sindrome de Dravet, epilepsia, demencia
frontotemporal (FTD), demencia frontotemporal con parkinsonismo asociada al cromosoma 17 (FTDP-17), degeneracién
lobular frontotemporal, ganglioglioma, gangliocitoma, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, enfermedad de
Halervorden-Spatz, enfermedad de Huntington, miositis de cuerpos de inclusion, encefalopatia plumbica, enfermedad de
Lytico-Bodig, meningioangiomatosis, atrofia multisistémica, distrofia mioténica, enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NP-
C), enfermedad de neuronas motoras no de Guam con ovillos neurofibrilares, enfermedad de Pick (PiD), parkinsonismo
postencefalitico, angiopatia amiloide cerebral por proteina pridnica, gliosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear
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progresiva (PSP), panencefalitis esclerosante subaguda, demencia solo con ovillos, demencia predominante de ovillos,
demencia multiinfarto, accidente cerebrovascular isquémico o esclerosis tuberosa.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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FIG. 1D

28

s

cerpernyes

FiG. 1E

LA

47



ES 2984 631 T3

FIG. 2A-2E
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