OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO QUE ACTUAN SOBRE ALFA-SINUCLEINA,
Y USOS DE ESTOS

REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS PRESENTADO
ELECTRONICAMENTE
[0001] EI contenido del listado de secuencias presentado electrénicamente (nombre:
3338_107PC01_SequencelListing_ST25.txt, tamafio: 10.458 bytes; y fecha de creacion:
10 de enero de 2019) con la presente solicitud se incorpora en la presente por referencia
en su totalidad.
CAMPO DE LA DIVULGACION
[0002] La presente divulgacion se refiere a un compuesto oligomérico antisentido (ASO)
gue actua sobre la union de intrén 1 y exon 2 del transcripto de alfa-sinucleina (SNCA)
en una célula, lo que produce una expresion reducida de proteina alfa-sinucleina
(SNCA). La reduccion de la expresion de proteina SNCA puede ser beneficiosa para
diversos trastornos médicos, tales como atrofia multisistémica, enfermedad de
Parkinson, demencia asociada a la enfermedad de Parkinson (PDD), y demencia con
cuerpos de Lewy.
ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION
[0003] La alfa-sinucleina (SNCA), un miembro de la familia de proteinas sinucleinas, es
una proteina soluble pequefa que se expresa principalmente en los tejidos neurales.
Ver Marques O et al., Cell Death Dis. 19: €350 (2012). Si bien se expresa en varios tipos
de células, se ubica principalmente en los terminales presinapticos de las neuronas.
Aunque aun no se determina por completo su funcién exacta, se ha sugerido que la
SNCA posee una funcién importante en la regulacion de la transmision sinaptica. Por
ejemplo, la SNCA funciona como una chaperona molecular en la formacion de
complejos SNARE, que median el acoplamiento de vesiculas sinpticas con las
membranas presingpticas de las neuronas. SNCA también interactia con otras
proteinas como la proteina tau asociada a microtubulos, que ayuda a estabilizar los
microtUbulos y regular el trafico vesicular.
[0004] Debido a la funcién de SNCA en la regulacion de la transmision sinaptica, las
alteraciones en la expresion y/o funcion de SNCA pueden interferir en procesos
biolégicos criticos. Se creia que tales interrupciones contribuian a las a-sinucleinopatias,
que son enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por una acumulacién
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inclusiones insolubles de proteina SNCA plegada de manera incorrecta, agregada y
fosforilada son un rasgo patoldgico de enfermedades tales como enfermedad de
Parkinson (PD), demencia asociada a la enfermedad de Parkinson (PDD), demencia
con cuerpos de Lewy (DLB) y atrofia multisistémica (MSA). Ver Galvin JE et al., Archives
of Neurology 58: 186-190 (2001); y Valera E et al., J Neurochem 139 suplemento 1: 346-
352 (octubre de 2016).
[0005] Las a-sinucleinopatias, tales como enfermedad de Parkinson, son trastornos
cerebrales neurodegenerativos progresivos altamente prevalentes, especialmente en
personas mayores. Ver Recchia A et al., FASEB J. 18: 617-26 (2004). Se estima que
alrededor de 7 a 10 millones de personas en el mundo tienen trastornos de este tipo,
con alrededor de 60.000 casos nuevos por afio en Estados Unidos. Los costos de
medicacién para cada persona pueden exceder con facilidad los USD 2.500 al afio, y la
cirugia terapéutica puede costar hasta USD 100.000 por paciente. Por lo tanto, son
necesarias opciones de tratamiento mas consistentes y rentables.

BREVE SINTESIS DE LA DIVULGACION
[0006] La presente divulgacion se refiere a un oligonucle6tido antisentido (ASO) que
comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia de nucleotidos
contiguos de AtTcctttacaccACAC (SEQ ID NO: 4), en donde la letra mayuscula es beta-
D-oxi-LNA y la letra minascula es ADN. En otras formas de realizacién, el ASO
comprende un enlace internucledtido seleccionado del grupo que consiste en un enlace
de fosfodiéster, un enlace de fosfotriéster, un enlace de metilfosfonato, un enlace de
fosforamidato, un enlace de fosforotioato y combinaciones de estos. En algunas formas
de realizacion, el enlace internucleétido es un enlace de fosforotioato.
[0007] En algunas formas de realizacién, el ASO comprende, consiste esencialmente
en, o consiste en OxyAs DNAts OxyTs DNAcs DNAcs DNAts DNAts DNAts DNAas
DNAcs DNAas DNAcs DNAcs OxyAs OxyMCs OxyAs OxyMC, en donde OxyA, OxyT y
Oxy MC son adenina beta D-oxi-LNA, timina beta D-oxi-LNA y metil citosina beta D-oxi-
LNA, respectivamente, y en donde DNAt, DNAc y DNAa son timina ADN, citosina ADN
y adenina ADN, respectivamente. En algunas formas de realizacion, el ASO de la
presente divulgacion comprende una férmula molecular de Ci71H214N56090P16S16 Y UNa
estructura como se muestra en la Figura 1B, en donde M* es un contraién. En algunas
formas de realizacién, el contraién se selecciona del grupo que consiste en H*, Na*,
NH4*, y cualquier combinacién de estos. En algunas formas de realizacion, el contraion
es Na*.

[0008] La presente divulgacién también proporciona un conjugado que comprende el

2



ASO divulgado en la presente, en donde el ASO se une de manera covalente a al menos
una porcion no nucleétido o no polinucleétido. En algunas formas de realizacion, la
porcién no nucleétido o no polinucle6tido comprende una proteina, una cadena de
acidos grasos, un residuo de azucar, una glucoproteina, un polimero o cualquier
combinacion de estos.

[0009] En la presente también se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende el ASO o el conjugado divulgados en la presente y un portador aceptable
desde el punto de vista farmacéutico. En algunas formas de realizacion, la composicién
también comprende un agente terapéutico. En algunas formas de realizacién, el agente
terapéutico es un antagonista de alfa-sinucleina. En algunas formas de realizacion, el
antagonista de alfa-sinucleina es un anticuerpo anti-alfa-sinucleina o fragmento de este.
[0010] La presente divulgacion también proporciona un kit que comprende el ASO, el
conjugado o la composicion divulgados en la presente. También se divulga un kit de
diagnostico que comprende el ASO, el conjugado o la composicion de la presente
divulgacion.

[0011] La presente divulgacion también se refiere un método para inhibir o reducir la
expresion de proteina SNCA en una célula, en donde el método comprende administrar
el ASO, el conjugado o la composicion divulgados en la presente a la célula que expresa
proteina SNCA, en donde la expresidn de proteina SNCA en la célula se inhibe o reduce
después de la administracion. En algunas formas de realizacion, el ASO inhibe o reduce
la expresion de mARN de SNCA en la célula después de la administracién. En algunas
formas de realizacion, la expresion de mARN de SNCA se reduce en al menos alrededor
de 20 %, al menos alrededor de 30 %, al menos alrededor de 40 %, al menos alrededor
de 50 %, al menos alrededor de 60 %, al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor
de 80 %, al menos alrededor de 90 % o alrededor de 100 % después de la administracién
en comparacion con una célula no expuesta al ASO. En otras formas de realizacion, el
ASO reduce la expresion de proteina SNCA en la célula después de la administracién
en al menos alrededor de 60 %, al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 80
%, o0 al menos alrededor de 90 % en comparacion con una célula no expuesta al ASO.
En algunas formas de realizacion, la célula es una neurona.

[0012] En la presente se proporciona un método para tratar una sinucleinopatia en un
sujeto que lo necesita, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz
del ASO, el conjugado o la composicion de la presente divulgacion. En algunas formas
de realizacion, la sinucleinopatia se selecciona del grupo que consiste en enfermedad
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multisistémica, demencia con cuerpos de Lewy, y cualquier combinacion de estas.
[0013] En la presente también se proporciona un uso del ASO, el conjugado o la
composicion de la presente divulgacién para la fabricacibn de un medicamento. La
presente divulgacion también proporciona el uso del ASO, el conjugado o la composicion
para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de una sinucleinopatia en un
sujeto que lo necesita. En algunas formas de realizacion, el ASO, los conjugados o la
composicion de la presente divulgacion son para usar en el tratamiento de una
sinucleinopatia en un sujeto que lo necesita. En otras formas de realizacion, el ASO, los
conjugados o la composicion de la presente divulgacién son para usar en un tratamiento.
[0014] En algunas formas de realizacion, el sujeto es un ser humano. En algunas formas
de realizacién, el ASO, los conjugados o las composiciones se administran por via oral,
parenteral, intratecal, intracerebroventricular, pulmonar, topica o intraventricular.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0015] La Figura 1A muestra la secuencia de nucledétidos contiguos de ASO-005459.
OxyA, OxyT y Oxy MC son adenina beta D-oxi-LNA, timina beta D-oxi-LNA, y metil
citosina beta D-oxi-LNA, respectivamente; DNAt, DNAc y DNAa son timina ADN, citosina
ADN y adenina ADN, respectivamente; y s es un enlace de fosforotioato.
[0016] La Figura 1B muestra la estructura molecular de ASO-005459 como se divulga
en la presente. La estructura proporcionada tiene una formula molecular de
C171H214N56090P16S16, ¥ Cada M+ es un contraidon aceptable desde el punto de vista
farmaceéutico, tal como H*, Na* o NH,*.
[0017] Las Figuras 2A y 2B muestran el efecto de ASO-005459 en la expresion de
proteinas SNCA vy tubulina (Tub) en neuronas primarias aisladas de ratones
transgénicos A53T-PAC. Las neuronas se trataron con una titulacién de 10 puntos de
AS0-005459 y cantidades de proteinas SNCA vy tubulina medidas. Se muestran el
porcentaje de inhibicion de una relacién a-Syn/Tub (Figura 2A) y los niveles de Tub
(Figura 2B). Cada punto de datos representa una replicacion individual.
[0018] La Figura 3 muestra el efecto de ASO-005459 en el nivel de expresiéon de mARN
de SNCA (circulo), proteina S (alfa) (PROS1 (cuadrado)) y tubulina (TUBB3 (triangulo))
en neuronas humanas. Las neuronas se trataron con diversas concentraciones de ASO-
005459 durante 6 dias, y, luego, los niveles de mARN se midieron por medio de un
ensayo QUANTIGENE®. EIl nivel de expresion de los mARN se muestra como un
porcentaje del control. Los datos mostrados representan la media + SD a partir de
determinaciones por duplicado.

[0019] La Figura 4 muestra los niveles de expresibn de mARN de SNCA en el
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hipocampo de ratones A53T-PAC 3 dias después de la administracion ICV de 100 pug
de AS0O-005459 (cuadrado abierto) o vehiculo de control (circulo cerrado). Los niveles
de expresibn de mARN de SNCA se midieron mediante gRT-PCR, normalizada a
GAPDH mARN, y luego se expresaron con respecto al nivel de expresion media del
grupo de vehiculo. La linea horizontal indica el valor de referencia de 1 (es decir, el valor
en el que la expresibn de mMARN de SNCA seria equivalente al nivel de expresién
observado en el grupo de control de vehiculo). Los datos mostrados representan la
media + SD a partir de determinacién por duplicado. Las estadisticas mostradas se
basan en ANOVA de un factor con posterior prueba de Dunnett. *** p<0,001.

[0020] Las Figuras 5A y 5B muestran una comparacion del peso corporal promedio de
ratones tratados con ASO-005459. En la Figura 5A, los ratones A53T-PAC recibieron
dosis de 3,13 pg, 12,5 pg, 25 pg o 50 pg de ASO-005459, y su peso corporal se midié
en 0, 1 y 2 semanas después del tratamiento. En la Figura 5B, los ratones C57BL/6
recibieron dosis de 100 pug de AS0O-005459, y el peso corporal de los animales se midio
unavez por semana durante 28 dias. En las Figuras 5A y 5B, los animales que recibieron
control de vehiculo se usaron como controles. Los datos mostrados representan la
media + SD de mudltiples animales (n = 5). Las estadisticas mostradas se basan en
ANOVA de dos factores.

[0021] Las Figuras 6A, 6B y 6C muestran los niveles de expresion de mARN de SNCA
en el hipocampo (Figura 6A), tronco encefélico (Figura 6B) y cuerpo estriado (Figura 6C)
de ratones A53T-PAC 14 dias después de la administracion ICV de ASO-005459 (3,13
Mg, 12,5 ug, 25 pg o 50 ug) o el control de vehiculo. Los niveles de mARN de SNCA se
midieron mediante gRT-PCR, normalizada a GAPDH mARN, y luego se expresaron con
respecto a la media del grupo de vehiculo. Los datos mostrados representan la media +
SD de mudltiples animales (n = 5). Cada circulo representa un animal individual. La linea
horizontal indica el valor de referencia de 1 (es decir, el valor en el que la expresion de
MARN de SNCA seria equivalente al nivel de expresion observado en el grupo de control
de vehiculo). Las estadisticas mostradas se basan en ANOVA de un factor con posterior
prueba de Dunnett. *** p<0,001.

[0022] La Figura 7 muestra el nivel de ASO-005459 detectado en el hipocampo (negro),
el tronco encefalico (gris claro) y el cuerpo estriado (gris oscuro) de ratones A53T-PAC
14 dias después del tratamiento con ASO-005459. Los ratones recibieron 3,13 ug, 12,5
ug, 25 pg o 50 ug de ASO-005459 mediante administracion ICV. Los datos mostrados
representan la media + SD de mdltiples animales (n = 5).

[0023] Las Figuras 8A, 8B, 8C y 8D muestran la relacién entre los niveles de exposicion
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a AS0-005459 y la expresion de mARN de SNCA en el hipocampo (Figura 8A), tronco
encefélico (Figura 8B) y cuerpo estriado (Figura 8C) de ratones A53T-PAC 14 dias
después del tratamiento con ASO-005459. La Figura 8D muestra los datos del
hipocampo (circulo), tronco encefalico (cuadrado) y cuerpo estriado (triAngulo) en
combinacion. Cada punto de datos representa un animal individual. Un ajuste no lineal
de cuatro pardmetros se muestra para el hipocampo (Figura 8A) y el tronco encefalico
(Figura 8B).

[0024] Las Figuras 9A y 9B muestran la curva de respuesta a la dosis del efecto de
AS0-005459 en el nivel de expresiéon de mMARN de SNCA en ratones A53T-PAC. Los
animales recibieron (mediante inyeccion ICV) 12,5 ug (circulo), 25 pg (cuadro) o 50 pg
(triAangulo) de ASO-005459, y se sacrificaron 24 horas, 3 dias, 4, 8, 12, 16 y 20 semanas
después de la administracion. Los niveles de expresion de mARN de SNCA en el tronco
encefalico (Figura 9A) y en el cuerpo estriado (Figura 9B) se evaluaron mediante qRT-
PCR y luego se normalizaron al control de vehiculo. Se muestra la media de los datos.
La linea horizontal indica el valor de referencia de 100 % (es decir, el valor en el que la
expresion de mARN de SNCA seria equivalente al nivel de expresion observado en el
grupo de control de vehiculo).

[0025] Las Figuras 10A y 10B muestran el efecto de ASO-005459 en el nivel de
expresion de mARN de SNCA en ratones A53T-PAC 4 semanas después de la
administracion de ASO-005459. Los animales recibieron el control de vehiculo o
diversas concentraciones de ASO-005459 (12,5, 25 o 50 ug). El nivel de expresién de
MARN de SNCA relativo (normalizado al control de vehiculo) se muestra para el tronco
encefélico (Figura 10A) y el cuerpo estriado (Figura 10B). Cada punto de datos
representa un animal individual. También se muestra la media =+ SD de midltiples
animales. Las estadisticas mostradas se basan en la comparacion con el grupo de
vehiculo usando ANOVA de un factor con correccion de Dunnett para comparaciones
multiples. La linea horizontal indica el valor de referencia de 1 (es decir, el valor en el
gue la expresion de mARN de SNCA seria equivalente al nivel de expresion observado
en el grupo de control de vehiculo). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
[0026] Las Figuras 11A y 11B muestran la curva de respuesta a la dosis del efecto de
ASO-005459 en el nivel de expresion de proteina SNCA en los tejidos cerebrales de
ratones A53T-PAC. Los animales recibieron (mediante inyeccién ICV) 12,5 ug (circulo),
25 g (cuadro) o 50 ug (tridngulo) de ASO-005459, y se sacrificaron 24 horas, 3 dias, 4,
8, 12, 16 y 20 semanas después de la administracion. Los niveles de proteinas SNCA
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mediante ELISA, y luego se normalizaron al control de vehiculo. Se muestra la media
de los datos. La linea horizontal indica el valor de referencia de 100 % (es decir, el valor
en el que la expresibn de mMARN de SNCA seria equivalente al nivel de expresion
observado en el grupo de control de vehiculo).

[0027] Las Figuras 12A y 12B muestran el efecto de ASO-005459 en el nivel de
expresion de proteina SNCA en ratones A53T-PAC 8 semanas después de la
administracion de ASO-005459. Los animales recibieron el control de vehiculo o
diversas concentraciones de AS0O-005459 (12,5, 25 o 50 ug). Los niveles de expresién
de proteina SNCA relativos (normalizados al control de vehiculo) se muestran para el
tronco encefalico (Figura 12A) y el cuerpo estriado (Figura 12B). Cada punto de datos
representa un animal individual. La linea horizontal indica el valor de referencia de 100
% (es decir, el valor en el que la expresion de mARN de SNCA seria equivalente al nivel
de expresion observado en el grupo de control de vehiculo). También se muestra la
media + SD de mudltiples animales. Las estadisticas mostradas se basan en la
comparacion con el grupo de vehiculo usando ANOVA de un factor con correccion de
Dunnett para comparaciones multiples.

[0028] Las Figuras 13A y 13B muestran la cinética de niveles de expresion de mARN
de SNCA y de proteina SNCA en Macaca fascicularis después de la administracion de
AS0-005459. Cada uno de los animales recibio el control de vehiculo o ASO-005459 (8
mg), y luego se sacrificaron 24 horas, 3 dias, 2, 4, 8, 13 0 20 semanas después de la
administracion. En cada punto temporal, los niveles de expresion de mARN de SNCA
(Figura 13A) y proteina SNCA (Figura 13B) se evaluaron en los siguientes tejidos: bulbo
raquideo (panel superior izquierdo), ndcleo caudado y putamen (panel superior medio),
protuberancia (panel superior derecho), cerebelo (panel inferior izquierdo), médula
espinal lumbar (panel inferior medio) y corteza frontal (panel inferior derecho). Los
niveles de expresion se muestran como un porcentaje del control de vehiculo. Se
muestran los datos de los animales individuales y la media. La linea horizontal indica el
valor de referencia de 100 % (es decir, el valor en el que la expresiéon de mARN de
SNCA seria equivalente al nivel de expresion observado en el grupo de control de
vehiculo).

[0029] Las Figuras 14A y 14B muestran el nivel de expresion relativo (como porcentaje
del control de vehiculo) para mARN de SNCA (Figura 14A) y proteina SNCA (Figura
14B) en Macaca fascicularis 2 semanas después de la administracion de ASO-005459.
Los animales recibieron el control de vehiculo o diversas concentraciones de ASO-

005459 (2, 4 u 8 mg). Los niveles de expresidn se evaluaron en los siguientes tejidos:
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bulbo raquideo (panel superior izquierdo), ndcleo caudado y putamen (panel superior
medio), protuberancia (panel superior derecho), cerebelo (panel inferior izquierdo),
médula espinal lumbar (panel inferior medio) y corteza frontal (panel inferior derecho).
Los niveles de expresién se muestran como un porcentaje del control de vehiculo. Se
muestran los datos de los animales individuales y la media. La linea horizontal indica el
valor de referencia de 100 % (es decir, el valor en el que la expresion de mARN de
SNCA seria equivalente al nivel de expresion observado en el grupo de control de
vehiculo).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION
l. Definiciones
[0030] Cabe destacar que la expresion "un" o "una" entidad se refiere a uno o mas de
esa entidad; por ejemplo, se entiende que "una secuencia de nucle6tidos" representa
una o mas secuencias de nucledtidos. De este modo, las expresiones “un” (o0 “una”),
“uno 0 mas” y “al menos uno” se pueden usar indistintamente en la presente.
[0031] Ademas, "y/0", cuando se usa en la presente, debe interpretarse como la
divulgacién especifica de cada una de las dos caracteristicas o los dos componentes
especificados con o sin el otro. Por lo tanto, la expresion "y/o", como se usa en una frase
tal como "A y/o B" en la presente, incluye "A'y B", "A o B", "A" (solo) y "B" (solo). Del
mismo modo, la expresion "y/0", como se usa en una frase tal como "A, B y/o C" abarca
cada uno de los siguientes aspectos: A,ByC; A,BoC;A0C;A0B;BoC;AyC;Ay
B; By C; A (solo); B (solo); y C (solo).
[0032] Se entiende que, siempre que se describan aspectos en la presente con la
expresion "que comprende”, también se proporcionan aspectos de otro modo analogos
descritos en términos de "que consiste en" y/o "que consiste esencialmente en".
[0033] A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
gque se usan en la presente tienen el mismo significado que le otorga habitualmente una
persona del oficio de nivel medio a quien se refiere esta invencion. Por ejemplo, el
Concise Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology, Juo, Pei-Show, 22 ed., 2002,
CRC Press; el Dictionary of Cell and Molecular Biology, 3.2 ed., 1999, Academic Press;
y el Oxford Dictionary Of Biochemistry And Molecular Biology, revisado, 2000, Oxford
University Press, proporcionan a una persona del oficio de nivel medio un diccionario
general con muchos de los términos que se usan en la presente divulgacion.
[0034] Las unidades, los prefijos y los simbolos se indican en la forma aceptada por el
Systéme International de Unites (Sl). Los rangos numéricos incluyen los nameros que
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escriben de izquierda a derecha en direccion 5' a 3'. Las secuencias de aminoacidos se
escriben de izquierda a derecha orientadas de amino a carboxi. Los titulos que se
proporcionan en la presente no limitan los diversos aspectos de la divulgacion, que se
pueden obtener por referencia a la memoria descriptiva en su totalidad. En
consecuencia, los términos que se definen a continuacién se definen en mayor detalle
por referencia a la memoria descriptiva en su totalidad.

[0035] La expresion "alrededor de" se usa en la presente con el sentido de
aproximadamente, apenas, cerca de o en las regiones de. Cuando la expresién
"alrededor de" se usa junto con un rango numérico, modifica el rango extendiendo los
limites por encima y por debajo de los valores numéricos establecidos. En general, la
expresion "alrededor de" puede modificar un valor numeérico por encimay por debajo del
valor indicado con una varianza de, por ejemplo, 10 %, hacia arriba o hacia abajo (mayor
0 menor). Por ejemplo, si se indica que “el ASO reduce la expresion de la proteina SNCA
en una célula después de la administracion del ASO en al menos alrededor de 60 %",
se deduce que los niveles de SNCA se reducen en un rango de 50 % a 70 %.

[0036] La expresién “oligonucledtido antisentido” (ASO) se refiere a un oligbmero o
polimero de nucledsidos, tal como nucledsidos naturales o formas modificadas de estos,
gque se unen de manera covalente entre si a través de enlaces internucleétidos. EI ASO
atil para la divulgacion incluye al menos un nucledsido no natural. Un ASO es
complementario a un acido nucleico diana, de modo que el ASO se hibrida con la
secuencia de acido nucleico diana. Como se usan en la presente, las expresiones “ASO
antisentido”, “ASO" y “oligbmero” son intercambiables con el término “ASQO”.

[0037] La expresion "acidos nucleicos” o "nucledétidos" abarca acidos nucleicos plurales.
En algunas formas de realizacién, la expresién "acidos nucleicos" o "nucleétidos" se
refiere a una secuencia diana, por ejemplo, pre-mARN, mARN o ADN in vivo o in vitro.
Cuando la expresion se refiere a los acidos nucleicos o nucleétidos en una secuencia
diana, los acidos nucleicos o nucleétidos pueden ser secuencias naturales dentro de
una célula. En otras formas de realizacion, “acidos nucleicos” o “nucleétidos” se refieren
a una secuencia en los ASO de la divulgacion. Cuando la expresion se refiere a una
secuencia en los ASO, los &cidos nucleicos o nucle6tidos no son naturales, es decir, se
sintetizan quimicamente, se producen enzimaticamente, se producen de manera
recombinante, o cualquier combinacién de estos. En una forma de realizacion, los acidos
nucleicos o nucleétidos en los ASO se producen de manera sintética o recombinante,
pero no son una secuencia natural o un fragmento de esta. En otra forma de realizacion,

los acidos nucleicos o nucledtidos en los ASO no son naturales, dado que contienen al
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menos un analogo de nucledtido que no es natural. La expresion "acido nucleico" o
"nucledsido” se refiere a un segmento Unico de acido nucleico, por ejemplo, un ADN, un
ARN o un analogo de estos, presente en un polinucledtido. "Acido nucleico" o
"nucledsido” incluyen &cidos nucleicos naturales o acidos nucleicos no naturales. En
algunas formas de realizacién, los términos "nucleétido”, "unidad" y "mondémero" se usan
de manera indistinta. Se reconocera que, cuando se hace referencia a una secuencia
de nucleétidos o mondmeros, se hace referencia a la secuencia de bases, tales como
A, T, G, CoU,yanélogos de estas.

[0038] El término “nucleétido”, como se usa en la presente, se refiere a un glucésido
gue comprende una porcién azucar, una porcion base y un grupo ligado de manera
covalente (grupo de enlace), tales como un grupo de enlace internucledtido de fosfato o
fosforotioato, y abarca nucleétidos naturales, tales como ADN o ARN, y nucledtidos no
naturales que comprenden bases y/o azlUcares modificados. En la presente, un solo
nucleétido (unidad) también se puede denominar monémero o unidad de &cido nucleico.
[0039] Como se usa en la presente, el término “nucledsido” se refiere a un glucésido
gue comprende una porcion azlcar y una porcion base, que pueden unirse de manera
covalente por medio de los enlaces internucleétidos entre los nucledsidos del ASO. En
el campo de la biotecnologia, el término “nucledsido” suele usarse en referencia a un
monomero o una unidad de &cido nucleico. En el contexto de un ASO, el término
“nucleésido” puede hacer referencia a la base sola, es decir, una secuencia de
nucleobases que comprende citosina (ADN y ARN), guanina (ADN y ARN), adenina
(ADN y ARN), timina (ADN) y uracilo (ARN), en donde la presencia de la estructura
principal de azucar y los enlaces internucle6tidos esta implicita. Asimismo, en el caso
particular de oligonucleétidos en donde uno o mas de los grupos de enlace
internucleétido estan modificados, el término “nucleétido” puede referirse a un
“nucleésido”. Por ejemplo, el término “nucledtido” puede usarse incluso si se especifica
la presencia o naturaleza de los enlaces entre los nucledsidos.

[0040] Como reconocera una persona del oficio de nivel medio, el nucle6tido terminal 5'
de un oligonucledétido no comprende un grupo de enlace internucleétido 5', si bien puede
comprender un grupo terminal 5'.

[0041] La expresion "corriente abajo”, cuando se refiere a una secuencia de nucleétidos,
significa que una secuencia de nucle6tidos o acidos nucleicos se ubica en el extremo 3'
con respecto a una secuencia de nucleétidos de referencia. En algunas formas de
realizacion, las secuencias de nucledétidos corriente abajo se refieren a secuencias que

siguen el punto de partida de la transcripcion. Por ejemplo, el coddn de iniciacion de la
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traduccidn de un gen se ubica corriente abajo del sitio de inicio de la transcripcion.
[0042] A menos que se indique lo contrario, las secuencias proporcionadas en la
presente se enumeran del extremo 5' (izquierda) al extremo 3' (derecha).

[0043] La expresion "corriente arriba" se refiere a una secuencia de nucleétidos que se
ubica en el extremo 5' con respecto a una secuencia de nucleétidos de referencia.
[0044] EI término "transcripto”, como se usa en la presente, puede referirse a un
transcripto primario que se sintetiza mediante la transcripcién del ADN y se convierte en
un ARN mensajero (MARN) después del procesamiento, es decir, un ARN mensajero
precursor (pre-mARN), y al propio mARN procesado. El término "transcripto” se puede
usar de manera indistinta con "pre-mARN" y "mARN." Después de que las cadenas de
ADN se transcriben a transcriptos primarios, los transcriptos primarios recientemente
sintetizados se modifican de varias maneras a fin de convertirse en sus formas maduras
y funcionales, tales como mARN, tARN, rARN, IncARN, miARN, entre otros. Por lo tanto,
el término "transcripto” puede incluir exones, intrones, UTR 5'y UTR 3.

[0045] EI término "expresiéon”, como se usa en la presente, se refiere a un proceso
mediante el cual un polinucledtido produce un producto génico, por ejemplo, un ARN o
un polipéptido. Incluye, entre otros, la transcripcién del polinucledtido en el ARN
mensajero (MARN) y la traduccién de un mARN en un polipéptido. La expresion produce
un "producto génico". Como se usa en la presente, un producto génico puede ser un
acido nucleico, por ejemplo, un ARN mensajero producido mediante la transcripcion de
un gen o un polipéptido que se traduce de un transcripto. Los productos génicos
descritos en la presente también incluyen acidos nucleicos con modificaciones después
de la transcripcion, por ejemplo, poliadenilacion o empalme, o polipéptidos con
modificaciones después de la traduccion, por ejemplo, metilacién, glucosilacion, adicion
de lipidos, asociacién con otras subunidades de proteinas o escision proteolitica.
[0046] La expresion “variante natural” del polipéptido de SNCA se refiere a variantes de
la secuencia de polipéptidos de SNCA o la secuencia de acidos nucleicos de SNCA (por
ejemplo, transcripto) que existen naturalmente dentro del grupo taxonémico definido, tal
como mamiferos, tales como raton, mono y humano. En general, cuando se hace
referencia a "variantes naturales" de un polinucle6tido de SNCA, la expresion también
puede abarcar cualquier variante alélica del ADN gendémico que codifica SNCA que se
encuentra en la posicibn cromosomica 1721 mediante duplicacién o traslocacién
cromosOmica, y el ARN, tal como mARN derivado de aquel. "Variantes naturales"
también puede incluir variantes derivadas del empalme alternativo de mARN de SNCA.

En referencia a una secuencia de polipéptidos especifica, por ejemplo, la expresion
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también incluye formas naturales de la proteina, que, por lo tanto, se pueden procesar,
por ejemplo, mediante modificaciones simultdneas o posteriores a la traduccién, tales
como escisién del péptido de sefal, escision proteolitica, glucosilacién, etc.

[0047] EI término "complemento”, como se usa en la presente, indica una secuencia
que es complementaria a una secuencia de referencia. Se conoce que la
complementariedad es el principio basico de la replicacién y transcripcion de ADN, ya
que es una propiedad compartida entre dos secuencias de ADN o ARN, de manera que,
cuando se alinean antiparalelamente, las bases de nucleétidos en cada posicién en las
secuencias seran complementarias, similar a mirar en el espejo y ver el lado opuesto de
las cosas. Por lo tanto, por ejemplo, el complemento de una secuencia de 5' "ATGC" 3'
se puede escribir 3' "TACG" 5' 0 5' "GCAT" 3'. Las expresiones "complemento inverso",
"complementario inverso" y "complementariedad inversa", como se usan en la presente,
son intercambiables con los términos “complemento", “complementario" 'y
"complementariedad”. Por lo tanto, la secuencia de 5' attcctttacaccacac 3' (SEQ ID NO:
4) puede ser complementaria con 5' gtgtggtgtaaaggaat 3'.

[0048] Como se usa en la presente, una referencia a un numero de SEQ ID (es decir,
SEQ ID NO: 4) incluye una secuencia de nucleobases en particular, pero no incluye
ningun disefio o0 estructura quimica completa. Cuando la presente memoria descriptiva
se refiere a un nimero de ASO especifico (es decir, ASO-005459), la referencia incluye
la secuencia, el disefio de ASO especifico y la estructura quimica.

[0049] En general, la "potencia” se expresa como un valor ICsy 0 ECsp, €n uM, nM o0 pM,
a menos que se indique lo contrario. La potencia también se puede expresar en términos
de porcentaje de inhibicién. ICs, es la mediana de concentracion inhibidora de una
molécula terapéutica. ECsy es la mediana de concentracion efectiva de una molécula
terapéutica con respecto a un vehiculo o control (por ejemplo, solucion salina). En los
ensayos funcionales, ICsy es la concentracion de una molécula terapéutica que reduce
una respuesta biolégica, por ejemplo, la transcripcion de mARN o la expresion de la
proteina, en un 50 % de la respuesta biol6gica que logra la molécula terapéutica. En los
ensayos funcionales, ECsy es la concentracion de una molécula terapéutica que produce
50 % de la respuesta bioldgica, por ejemplo, la transcripcién de mARN o la expresién
de la proteina. ICsq 0 ECso se puede calcular mediante cualquier cantidad de medios
conocidos en el estado de la técnica.

[0050] Los términos "sujeto”, "individuo", "animal”, "paciente" o "mamifero" se refieren a
cualquier sujeto, en particular, un sujeto que es un mamifero, para quien se desea el

diagnéstico, prondéstico o tratamiento. Los sujetos que son mamiferos incluyen seres
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humanos, animales domésticos, animales de granja, animales de deporte y animales de
zoologico, lo que incluye, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos, perros,
gatos, conejillos de Indias, conejos, ratas, ratones, caballos, ganado, 0so0s, etcétera.
[0051] La expresién "composicién farmacéutica" se refiere a una preparacion que se
encuentra en una forma tal para permitir que la actividad biolégica del ingrediente activo
sea eficaz, y que no contiene componentes adicionales que sean inaceptablemente
téxicos para un sujeto al que se administraria la composicién. Tal composicion puede
ser estéril.

[0052] Una "cantidad eficaz" de un ASO, como se divulga en la presente, es una
cantidad suficiente para llevar a cabo un propésito indicado especificamente. Una
"cantidad eficaz" se puede determinar empiricamente y de manera rutinaria en relacién
con el propésito indicado.

[0053] Expresiones tales como "tratar”, "tratamiento”, "para tratar”, "aliviar" o "para
aliviar" se refieren a (1) medidas terapéuticas que curan, ralentizan, disminuyen los
sintomas de, y/o detienen la progresién de un trastorno o una afeccion patolégicos
diagnosticados y (2) medidas preventivas o profilacticas que previenen y/o ralentizan el
desarrollo de un trastorno o una afeccion patolégicos que se desean tratar. Por lo tanto,
aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que tienen el trastorno; aquellos
que son propensos a tener el trastorno; y aquellos en los que se debe prevenir el
trastorno. En algunas formas de realizacion, se considera que un sujeto se "traté" con
éxito por una enfermedad o afeccién divulgadas en otra parte de la presente, de acuerdo
con los métodos que se proporcionan en la presente, si el paciente muestra, por ejemplo,
la eliminacién o el alivio total, parcial o transitorio de los sintomas asociados a la
enfermedad o el trastorno.

Il. AS0-005459

[0054] EI ASO de la divulgacion (es decir, ASO-005459) comprende una secuencia de
nucleétidos contiguos de 17 nucledétidos de longitud, que corresponde al complemento
de una region (es decir, union entre intrén 1 y exon 2) del transcripto de SNCA, es decir,
nucleétidos 7.604-7.620 de SEQ ID NO: 1. El ASO de la divulgacion tiene la secuencia
de nucledtidos indicada en SEQ ID NO: 4 (es decir, attcctttacaccacac) con un disefio de
ASO de LDLDDDDDDDDDDLLLL (es decir, AtTcctttacaccACAC), en donde L indica un
nucledsido de &cido nucleico bloqueado (es decir, LNA, por ejemplo, beta-D-oxi-LNA) y
D indica un &cido desoxirribonucleico (ADN). En consecuencia, los nucleétidos 1, 3, y
14-17 del extremo 5' de ASO-005459 son beta-D-oxi-LNA, y cada uno de los otros

nucleétidos es ADN. ElI ASO divulgado en la presente también tiene la siguiente
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estructura quimica: OxyAs DNAts OxyTs DNAcs DNAcs DNAts DNAts DNAts DNAas
DNAcs DNAas DNAcs DNAcs OxyAs OxyMCs OxyAs OxyMC, en donde "s" indica un
enlace de fosforotioato. La formula estructural para ASO-005459 se proporciona en la
Figura 1B, en donde M+ es un contraion aceptable desde el punto de vista farmacéutico.
Como se usa en la presente, la expresion “contraion aceptable desde el punto de vista
farmacéutico” se refiere a un ion que acompafa una especie i6nica con el fin de
mantener la neutralidad eléctrica que no es indeseable biolégicamente o en otro sentido
y, por lo tanto, permite la produccion de una forma de sal aceptable desde el punto de
vista farmacéutico. En consecuencia, en algunas formas de realizacién, el contraién
aceptable desde el punto de vista farmacéutico puede ser H*, Na*, K*, NH,*, Li* o
cualquier otro catién con una carga de 1*. En algunas formas de realizacion, el contraién
aceptable desde el punto de vista farmacéutico es H*, Na*, NH4*, y combinaciones de
estos.

[0055] Como se usa en la presente, la expresion “sales aceptables desde el punto de
vista farmacéutico” se refiere a derivados de ASO-005459, en donde el ASO-005459 se
modifica (por ejemplo, adicion de un catién divulgado en la presente) mediante la
preparacion de sales de este. Dichas sales mantienen la actividad biologica deseada
del ASO sin producir efectos toxicoldgicos no deseados. El ASO de la divulgacion puede
estar en cualquier forma de sal. En algunas formas de realizacion, el ASO de la
divulgacion esta en forma de una sal de sodio. En otras formas de realizacion, el ASO
estd en forma de una sal de potasio.

[0056] ASO-005459 puede unirse a la unién intrénl/exén2 de mARN de SNCA y evitan
la traduccién de mARN de SNCA. En algunas formas de realizacion, debido a la
modificaciéon de azlcar, el ASO de la divulgacion tiene una afinidad de unién a una
secuencia de ARN diana que aumenta en al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 20
%, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al
menos 80 %, al menos 90 %, o al menos 100 % en comparacién con un control (por
ejemplo, un ASO sin dicha modificacién de azucar).

[0057] Los monomeros del ASO descrito en la presente se acoplan juntos mediante
grupos de enlace. De manera adecuada, cada mondémero se une al monémero
adyacente 3' mediante un grupo de enlace.

[0058] La persona del oficio de nivel medio entendera que, en el contexto de la presente
divulgacion, el monémero 5' en el extremo de un ASO no comprende un grupo de enlace
5', a pesar de que puede comprender 0 ho un grupo terminal 5’.

[0059] Las expresiones "grupo de enlace" y "enlace internucleétido" se refieren a un
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grupo gque puede acoplar dos nucle6tidos de manera covalente. Los ejemplos incluyen
grupos fosfato y grupos fosforotioato.

[0060] Los ejemplos de enlaces internucleétidos incluyen un enlace de fosfodiéster, un
enlace de fosfotriéster, un enlace de metilfosfonato, un enlace de fosforamidato, un
enlace de fosforotioato y combinaciones de estos. Ver también W02007/031091, que
se incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

[0061] En un aspecto del ASO de la divulgacién, los nucleétidos se ligan entre si
mediante grupos fosforotioato.

[0062] Se reconoce que la inclusion de los enlaces de fosfodiéster, tales como uno o
dos enlaces, en un ASO de fosforotioato diferente, en particular, entre nucleétidos o
adyacente a estos, puede modificar la biodisponibilidad y/o biodistribucién de un ASO,
ver WO2008/113832, que se incorpora en la presente por referencia.

[0063] En algunas formas de realizacion, tales como las formas de realizacion
mencionadas anteriormente, cuando sea adecuados y no se indique especificamente,
todos los grupos de enlace restantes son fosfodiéster o fosforotioato, 0 una mezcla de
estos.

[0064] En algunas formas de realizacion, todos los grupos de enlace internucleétido son
fosforotioato.

[0065] Un “nucleédsido de LNA” es un nucledsido modificado en 2’ que comprende un
birradical que une C2'y C4' del anillo de azucar ribosa de dicho nucleésido (también
denominado “puente 2'- 4™), que limita o bloquea la conformacion del anillo de ribosa.
Estos nucledsidos también se denominan acido nucleico con puente o acido nucleico
biciclico (BNA) en la literatura. El bloqueo de la conformacion de la ribosa se asocia con
una afinidad o hibridacibn mejoradas (estabilizacién de duplex) cuando el LNA se
incorpora en un oligonucle6tido para un molécula de ADN o ARN complementario. Esto
se puede determinar de manera rutinaria al medir la temperatura de fusion del duplex
oligonucledtido/complemento.

[0066] Algunos ejemplos no limitativos de nucledsidos de LNA se divulgan en WO
99/014226, WO 00/66604, WO 98/039352, WO 2004/046160, WO 00/047599, WO
2007/134181, WO 2010/077578, WO 2010/036698, WO 2007/090071, WO
2009/006478, WO 2011/156202, WO 2008/154401, WO 2009/067647, WO
2008/150729, Morita et al., Bioorganic & Med. Chem. Lett. 12, 73-76, Seth et al. J. Org.
Chem. 2010, Vol. 75(5) pp. 1569-81, y Mitsuoka et al., Nucleic Acids Research 2009,
37(4), 1225-1238, y Wan y Seth, J. Medical Chemistry 2016, 59, 9645-9667.

[0067] Otros ejemplos no limitativos de nucledsidos de LNA se divulgan en el Esquema
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[0068] En una forma de realizacién particular, el LNA Gtil para la divulgacién es beta-D-
oxi-LNA.

IILA. Conjugados

[0069] Como se usa en la presente, el término “conjugado” se refiere a ASO-005459
unido de manera covalente a una porcién no nucleétido.

[0070] La conjugacién de ASO-005459 con una o mas porciones no nucleétido puede
mejorar la farmacologia del ASO, por ejemplo, al afectar la actividad, distribucion celular,
absorcion celular o estabilidad del ASO. En algunas formas de realizacién, la porcién de
conjugado modifica o mejora las propiedades farmacocinéticas del ASO al mejorar la
distribucion celular, biodisponibilidad, metabolismo, excrecién, permeabilidad y/o
absorcion celular del ASO. En particular, el conjugado puede dirigir el ASO a un 6rgano,
tejido o tipo de célula especificos y, por lo tanto, mejorar la efectividad del ASO en dicho
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6rgano, tejido o tipo de célula. Al mismo tiempo, el conjugado puede servir para reducir
la actividad del ASO en tipos de células, tejidos u érganos no diana, por ejemplo,
actividad diana inespecifica o actividad en tipos de células, tejidos u érganos no diana.
WO 93/07883 y W02013/033230 proporcionan porciones de conjugado adecuadas.
Otras porciones de conjugado adecuadas son aguellas capaces de unirse al receptor
de asialoglucoproteina (ASGPr). En particular, las porciones de conjugado N-
acetilgalactosamina trivalentes son adecuadas para unirse al ASGPr, ver, por ejemplo,
WO 2014/076196, WO 2014/207232 y WO 2014/179620.

[0071] Los conjugados de ASO y sus sintesis también se informaron en revisiones
exhaustivas de Manoharan en Antisense Drug Technology, Principles, Strategies, and
Applications, S.T. Crooke, ed., cap. 16, Marcel Dekker, Inc., 2001 y Manoharan,
Antisense and Nucleic Acid Drug Development, 2002, 12, 103.

[0072] En algunas formas de realizacién, la porcion no nucledtido (porcion de
conjugado) se selecciona del grupo que consiste en carbohidratos, ligandos receptores
de la superficie celular, sustancias farmacolégicas, hormonas, sustancias lipofilicas,
polimeros, proteinas, péptidos, toxinas (por ejemplo, toxinas bacterianas), vitaminas,
proteinas virales (por ejemplo, capsides) y combinaciones de estos.

II.B. ASO activados

[0073] Como se usa en la presente, la expresion “ASO activado" se refiere a un ASO
de la divulgacion que se liga de manera covalente (es decir, se funcionaliza) a al menos
una porcién funcional que permite el enlace covalente del ASO a una 0 mas porciones
conjugadas, es decir, porciones que no son en si mismas acidos nucleicos o
mondmeros, para formar los conjugados descritos en la presente. En general, una
porcién funcional comprendera un grupo quimico que puede unirse de manera covalente
al ASO mediante, por ejemplo, un grupo 3'-hidroxilo o el grupo NH, exociclico de la base
adenina, un espaciador que puede ser hidréfilo y un grupo terminal que se puede unir a
una porcioén conjugada (por ejemplo, un grupo amino, sulfhidrilo o hidroxilo). En algunas
formas de realizacion, este grupo terminal no esté protegido, por ejemplo, es un grupo
NH,. En otras formas de realizacion, el grupo terminal estd protegido, por ejemplo,
mediante un grupo protector adecuado, tal como aquellos descritos en "Protective
Groups in Organic Synthesis" de Theodora W Greene y Peter G M Wuts, 3.2 edicion
(John Wiley & Sons, 1999).

[0074] En algunas formas de realizacién, ASO-005459 se funcionaliza en el extremo 5'
para permitir la unién covalente de la porcion conjugada al extremo 5' del ASO. En otras

formas de realizacion, el ASO de la divulgacion se puede funcionalizar en el extremo 3'.
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Aun en otras formas de realizacién, el ASO de la divulgacién se puede funcionalizar a
lo largo de la estructura principal o en la porcion base heterociclica. Aun en otras formas
de realizacion, el ASO de la divulgacion se puede funcionalizar en mas de una posicién
seleccionada independientemente del extremo 5', el extremo 3, la estructura principal y
la base.

[0075] En algunas formas de realizacion, el ASO activado de la divulgacion se sintetiza
incorporando, durante la sintesis, uno 0 mas monémeros que se unen de manera
covalente a una porcién funcional. En otras formas de realizacion, el ASO activado de
la divulgacién se sintetiza con mondmeros que no fueron funcionalizados, y el ASO se
funcionaliza después de que se completa la sintesis.

1. Composiciones farmacéuticas y vias de administracion

[0076] ASO-005459 se puede usar en formulaciones y composiciones farmacéuticas.
De manera adecuada, tales composiciones comprenden un diluyente, un portador, una
sal 0 un adyuvante aceptables desde el punto de vista farmacéutico.

[0077] ASO-005459 se puede incluir en una formulacién unitaria, por ejemplo, en un
portador o diluyente aceptables desde el punto de vista farmacéutico en una cantidad
suficiente para administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz sin
provocar efectos adversos graves en el paciente tratado. Sin embargo, en algunas
formas de tratamiento, los efectos adversos graves pueden ser aceptables en términos
de garantizar un resultado positivo del tratamiento terapéutico.

[0078] EI farmaco formulado puede comprender agentes aglutinantes y adyuvantes
aceptables desde el punto de vista farmacéutico. Las capsulas, los comprimidos o las
pildoras pueden contener, por ejemplo, los siguientes compuestos: celulosa
microcristalina, goma o gelatina como aglutinantes; almidén o lactosa como excipientes;
estearatos como lubricantes; diversos agentes endulzantes o saborizantes. Para las
capsulas, la unidad de dosificacién puede contener un portador liquido, tal como aceites
grasos. Asimismo, los recubrimientos del azlucar y de los agentes entéricos pueden
formar parte de la unidad de dosificacion. Las formulaciones de oligonucleétidos también
pueden ser emulsiones de los ingredientes farmacéuticos activos y un lipido que forma
una emulsion micelar.

[0079] Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden
administrar de varias maneras segun si es conveniente el tratamiento local o sistémico,
y segun el area que se desea tratar. La administracion puede ser (a) oral, (b) pulmonar,
por ejemplo, por inhalacién o insuflacién de polvos o aerosoles, que incluyen mediante

un nebulizador; por via intratraqueal, intranasal, (c) tdpica, que incluye epidérmica,
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transdérmica, oftdlmica, y a través de membranas mucosas, que incluye la
administracion vaginal y rectal; o (d) parenteral, que incluye inyeccion o infusién
intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o intracraneal, por
ejemplo, administracién intratecal, intracerebroventricular o intraventricular. En una
forma de realizacién, ASO-005459 se administra IV, IP, por via oral, topica 0 como una
inyeccion de bolo, o se administra directamente en un érgano diana. En algunas formas
de realizaciéon, ASO-005459 se administra por via intratecal o intracerebroventricular
como una inyeccién de bolo.

[0080] Las composiciones y formulaciones farmacéuticas para la administracion topica
pueden incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas,
pulverizaciones, supositorios, liquidos y polvos. Los portadores, las bases acuosas, en
polvo u oleosas y los espesantes farmacéuticos convencionales pueden ser necesarios
o deseables. Los ejemplos de formulaciones tdpicas incluyen aquellas en donde ASO-
005459 se mezcla con un agente de administracion topica, tal como lipidos, liposomas,
acidos grasos, ésteres de acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos.
Las composiciones y formulaciones para administracion oral incluyen, entre otros,
polvos o granulos, microparticulados, nanoparticulados, suspensiones o soluciones en
medios acuosos 0 no acuosos, capsulas, capsulas de gel, sachets, comprimidos o
minicomprimidos. Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral,
intratecal, intracerebroventricular o intraventricular pueden incluir soluciones acuosas
estériles que también pueden contener amortiguadores, diluyentes y otros aditivos
adecuados, tales como mejoradores de la penetracion, compuestos portadores y otros
portadores o excipientes aceptables desde el punto de vista farmacéutico.

[0081] Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen, entre
otras, soluciones, emulsiones y formulaciones que contienen liposomas. Estas
composiciones se pueden producir a partir de varios componentes que incluyen, entre
otros, liquidos preformados, solidos autoemulsionantes y  semisolidos
autoemulsionantes. La administracion del farmaco al tejido diana se pueden mejorar
mediante la administracion mediada por el portador que incluye, entre otros, liposomas
catiénicos, ciclodextrinas, derivados de porfirina, dendrimeros de cadena ramificada,
polimeros de polietilenimina, nanoparticulas y microesferas (Dass CR. J Pharm
Pharmacol 2002; 54(1):3-27).

[0082] Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion, que se pueden
presentar de manera conveniente en formas de dosis unitarias, se pueden preparar de

acuerdo con técnicas convencionales conocidas en la industria farmacéutica. Tales
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técnicas incluyen la etapa de mezclar los ingredientes activos con los portadores o
excipientes farmacéuticos. En general, las formulaciones se preparan mezclando
minuciosa y uniformemente los ingredientes activos con portadores liquidos, portadores
sélidos finamente divididos, o ambos, y luego, si es necesario, dandole forma al
producto.

[0083] Para la administraciébn parenteral, subcutanea, intradérmica o tépica, la
formulaciéon puede incluir un diluyente estéril, amortiguadores, reguladores de la
tonicidad y agentes antibacterianos. Los ASO activos se pueden preparar con
portadores que los protegen de la degradacion o eliminacion inmediata del cuerpo, que
incluye implantes o microcdpsulas con propiedades de liberacion controlada. Para la
administraciéon intravenosa, los portadores pueden ser solucién salina fisioldgica o
solucién salina amortiguada con fosfato. La publicacién internacional N.°
W02007/031091 (A2), publicada el 22 de marzo de 2007, también proporciona un
diluyente, un portador y adyuvantes aceptables desde el punto de vista farmacéutico,
que se incorporan en la presente por referencia.

V. Diagndéstico

[0084] La presente descripcion también proporciona un método de diagndstico util
durante el diagnostico de enfermedades relacionadas con SNCA, por ejemplo, una
sinucleinopatia. Los ejemplos no limitativos de sinucleinopatia incluyen, entre otros,
enfermedad de Parkinson, demencia asociada a la enfermedad de Parkinson (PDD),
demencia con cuerpos de Lewy y atrofia multisistémica.

[0085] ASO-005459 se puede usar para medir la expresién del transcripto de SNCA en
un tejido o fluido corporal de un sujeto y comparar el nivel de expresion medido con un
nivel de expresion del transcripto de SNCA estandar en tejidos o fluidos corporales
normales, mediante los que un aumento en el nivel de expresién comparado con el
estandar indica un trastorno que se puede tratar con ASO-005459.

[0086] ASO-005459 se puede usar para analizar los niveles del transcripto de SNCA en
una muestra bioldgica usando cualquier método conocido por las personas del oficio de
nivel medio. (Touboul et. al., Anticancer Res. (2002) 22 (6A): 3349-56; Verjout et. al.,
Mutat. Res. (2000) 640: 127-38); Stowe et. al., J. Virol. Methods (1998) 75 (1): 93-91).
[0087] “Muestra bioldgica" significa cualquier muestra biolégica obtenida de un
individuo, linea celular, cultivo tisular u otra fuente de células que expresen
potencialmente transcripto de SNCA. Los métodos para obtener biopsias de tejido y
fluidos corporales de mamiferos son conocidos en el estado de la técnica.

V. Kits que comprenden ASO
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[0088] La presente descripcién también proporciona kits que comprenden ASO-005459
descrito en la presente que se pueden usar para realizar los métodos aqui descritos. En
algunas formas de realizacién, un kit comprende al menos ASO-005459 en uno 0 mas
recipientes. En algunas formas de realizacién, los kits contiene todos los componentes
necesarios y/o suficientes para realizar un ensayo de deteccién, que incluye todos los
controles, las indicaciones para realizar los ensayos y cualquier software necesario pata
el andlisis y la presentacién de los resultados. Una persona del oficio de nivel medio
reconocera facilmente que ASO-005459 se puede incorporar con facilidad a uno de los
formatos de kits establecidos que son conocidos en el estado de la técnica.

VI. Métodos de uso

[0089] ASO-005459 se puede utilizar para tratamientos y profilaxis. SNCA es una
proteina de 140 aminoacidos que se expresa preferentemente en neuronas en
terminales presinapticos en donde se cree que tiene una funcién en la regulacion de la
transmision sinaptica. Se ha propuesto que existe de manera nativa como un monémero
desplegado y un tetramero estable de a-hélices y se demostré que experimenta varias
modificaciones después de la traduccion. Una modificacion que se estudio
exhaustivamente es la fosforilacion de SNCA en el aminoacido serina 129 (S129). En
general, solo un pequefio porcentaje de SNCA se fosforila constitutivamente en S129
(pS129), mientras que la mayor parte de SNCA que se encuentra en inclusiones
intracelulares patolégicas es SNCA pS129. Estas inclusiones patoldgicas consisten en
acumulaciones insolubles agregadas de proteinas SNCA plegadas de manera
incorrecta y son un rasgo caracteristico de un grupo de enfermedades
neurodegenerativas que se conocen en conjunto como sinucleinopatias (0 a-
sinucleinopatias).

[0090] En las sinucleinopatias, SNCA puede formar agregados patoldgicos en neuronas
conocidas como cuerpos de Lewy, que son caracteristicos de la enfermedad de
Parkinson (PD), la demencia asociada a la enfermedad de Parkinson (PDD), y la
demencia con cuerpos de Lewy (DLB). Por lo tanto, ASO-005459 puede reducir la
cantidad de agregados patoldgicos de SNCA o prevenir la formacion de agregados
patoldgicos de SNCA. Ademas, las lesiones ricas en SNCA anormales, denominadas
inclusiones citoplasmicas gliales (GCI), se encuentran en los oligodendrocitos y
representan una caracteristica distintiva de una sinucleinopatia mortal que progresa
rapidamente, conocida como atrofia multisistémica (MSA). En algunas formas de
realizacién, ASO-005459 reduce la cantidad de GCI o previene la formacion de GCI. Los

informes de niveles indetectables o bajos de expresion de mARN de SNCA en
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oligodendrocitos sugieren que una forma patolégica de SNCA se propaga de las
neuronas, en donde se expresa en niveles altos, a los oligodendrocitos. En algunas
formas de realizacién, ASO-005459 reduce o previene la propagacion de SNCA, por
ejemplo, la forma patolégica de SNCA, de las neuronas.

[0091] ASO-005459 se puede usar en investigaciones, por ejemplo, para inhibir
especificamente la sintesis de la proteina SNCA (en general, mediante la degradacién
0 inhibicion de mARN, y asi prevenir la formacion de proteinas) en células y animales
experimentales, y asi facilitar el andlisis funcional del objetivo o una valoracion de su
utilidad como un objetivo de la intervencion terapéutica. También se proporcionan
métodos para regular de manera descendente la expresion de mARN de SNCA y/o la
proteina SNCA en células o tejidos que comprenden poner en contacto las células o los
tejidos, in vitro o in vivo, con una cantidad eficaz de ASO-005459, conjugados o
composiciones de la divulgacion.

[0092] Para los tratamientos, un animal o un ser humano que se sospecha que tienen
una enfermedad o un trastorno que se puede tratar mediante la modulacion de la
expresion del transcripto de SNCA y/o de la proteina SNCA se trata mediante la
administracion de AS0-005459 de acuerdo con la presente divulgacion. También se
proporcionan métodos para tratar un mamifero, por ejemplo, para tratar un ser humano,
que se sospecha que tiene o es propenso a contraer una enfermedad o afeccion,
asociadas a la expresion del transcripto de SNCA y/o de la proteina SNCA, mediante la
administracion de una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de ASO-
005459 o las composiciones de la divulgacion. EI ASO, un conjugado o una composicién
farmacéutica de acuerdo con la divulgacion se administra, en general, en una cantidad
eficaz. En algunas formas de realizacion, el ASO o el conjugado de la divulgacion se
usan en tratamientos.

[0093] La divulgacién ademas proporciona un ASO-005459 para usar en el tratamiento
de una 0 mas enfermedades mencionadas en la presente, tales como una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en enfermedad de Parkinson, demencia asociada
a la enfermedad de Parkinson (PDD), demencia con cuerpos de Lewy, atrofia
multisistémica, y cualquier combinacion de estas.

[0094] La divulgacion también proporciona un método para tratar a-sinucleinopatias, en
donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de ASO, conjugados o
composiciones farmacéuticas de estos a un animal que lo necesita (tal como un paciente
gue lo necesita).

[0095] En algunas formas de realizacion, la enfermedad, el trastorno o la afeccion estan
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asociados a la sobreexpresion del transcripto del gen SNCA y/o de la proteina SNCA.
[0096] La divulgacion también proporciona métodos para inhibir (por ejemplo, para
reducir) la expresion del transcripto del gen SNCA y/o de la proteina SNCA en una célula
0 en un tejido, en donde el método comprende poner en contacto la célula o el tejido, in
vitro o in vivo, con una cantidad eficaz del ASO, conjugados o composiciones
farmacéuticas de estos, de la divulgacién para afectar la degradacion de la expresién
del transcripto del gen SNCA vy asi reducir la proteina SNCA.

[0097] En algunas formas de realizacidon, ASO-005459 se usa para reducir la expresion
de mARN de SNCA en una o mas secciones del cerebro, por ejemplo, el hipocampo,
tronco encefalico, cuerpo estriado o cualquier combinacion de estos. En otras formas de
realizacién, ASO-005459 reduce la expresion de mARN de SNCA, por ejemplo, en el
tronco encefalico y/o cuerpo estriado, menos de 70 %, menos de 60 %, menos de 50 %,
menos de 40 %, menos de 30 %, menos de 20 %, menos de 10 % o menos de 5 % en
comparacion con la expresion de mARN de SNCA después de la administracion de o
exposicién a un vehiculo (no ASO), el Dia 3, Dia 5, Dia 7, Dia 10, Dia 14, Dia 15, Dia
20, Dia 21 o Dia 25. En algunas formas de realizacion, la expresiéon de mARN de SNCA
se mantiene por debajo de 70 %, debajo de 60 %, debajo de 50 %, debajo de 40 %,
debajo de 30 %, debajo de 20 %, debajo de 10 % o debajo de 5 % en comparacion con
la expresion de mARN de SNCA después de la administracion de o exposicién a un
vehiculo (no ASO) hasta el Dia 28, Dia 30, Dia 32, Dia 35, Dia 40, Dia 42, Dia 45, Dia
49, Dia 50, Dia 56, Dia 60, Dia 63, Dia 70 o Dia 75.

[0098] En otras formas de realizacién, ASO-005459 reduce la expresion de mARN de
SNCA y/o proteina SNCA en el bulbo raquideo, nlcleo caudado y putamen,
protuberancia, cerebelo, médula espinal lumbar, corteza frontal y/o cualquier
combinacion de estos.

[0099] La divulgacion también proporciona el uso del ASO-005459 o un conjugado de
la divulgacion como se describe para la fabricacion de un medicamento. La divulgacion
también proporciona una composicion que comprende el ASO-005459 o un conjugado
de este para usar en el tratamiento de un trastorno mencionado en la presente, o para
un método de tratamiento de un trastorno mencionado en la presente. La presente
divulgacion también proporciona el ASO-005459 o conjugados para usar en el
tratamiento. La presente divulgacién también proporciona ASO-005459 o conjugados
para usar en el tratamiento de sinucleinopatia.

[0100] La divulgacién también proporciona un método para inhibir la proteina SNCA en

una célula que expresa SNCA, que comprende administrar a la célula un ASO-005459
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o conjugado de acuerdo con la divulgacion para afectar la inhibicion de la proteina SNCA
en la célula.

[0101] La divulgacion incluye un método para reducir, mejorar, prevenir o tratar la
hiperexcitabilidad neuronal en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar
AS0-005459 o un conjugado de acuerdo con la divulgacion.

[0102] La divulgacién también proporciona un método para tratar un trastorno
mencionado en la presente, en donde el método comprende administrar a un paciente
que lo necesita un AS0O-005459 o un conjugado de acuerdo con la divulgacién como se
describe en la presente y/o una composicion farmacéutica de acuerdo con la
divulgacion.

[0103] ASO-005459 y otras composiciones de acuerdo con la divulgacion se pueden
usar para el tratamiento de afecciones asociadas a la sobreexpresion o expresion de la
version mutada de la proteina SNCA.

[0104] La divulgacion proporciona el ASO-005459 o el conjugado de acuerdo con la
divulgacién, para usar como un medicamento, tal como para el tratamiento de o-
sinucleinopatias. En algunas formas de realizacion, la a-sinucleinopatia es una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en enfermedad de Parkinson,
demencia asociada a la enfermedad de Parkinson (PDD), demencia con cuerpos de
Lewy, atrofia multisistémica y cualquier combinacion de estas.

[0105] La divulgacion también proporciona el uso de ASO-005459 en la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento de una enfermedad, un trastorno o una afeccion
mencionados en la presente. En algunas formas de realizacion, el ASO-005459 o su
conjugado se usa para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una a-
sinucleinopatia, un trastorno convulsivo o una combinacién de estos.

[0106] En general, un aspecto de la divulgacion se refiere a un método para tratar un
mamifero que tiene o es susceptible a tener afecciones asociadas a niveles anormales
de SNCA (es decir, una a-sinucleinopatia), que comprende administrar al mamifero una
cantidad terapéuticamente eficaz del ASO descrito en la presente.

[0107] En algunas formas de realizacion, la enfermedad o el trastorno, como se indica
en la presente, pueden estar asociados a una mutacion en el gen SNCA o un gen cuyo
producto de proteina esta asociado a la proteina SNCA o interactda con esta. Por lo
tanto, en algunas formas de realizacion, el mARN diana es una forma mutada de la
secuencia de SNCA.

[0108] Un aspecto interesante de la divulgacion se refiere al uso del ASO-005459

definido en la presente o de un conjugado definido en la presente para la preparacion
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de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad, un trastorno o una afeccién
indicados en la presente.

[0109] Los métodos de la divulgacion se pueden usar para el tratamiento o la profilaxis
contra enfermedades causadas por niveles anormales de proteina SCNA. En algunas
formas de realizacién, las enfermedades causadas por niveles anormales de proteina
SNCA son a-sinucleinopatias. En algunas formas de realizacion, las a-sinucleinopatias
incluyen enfermedad de Parkinson, demencia asociada a la enfermedad de Parkinson
(PDD), demencia con cuerpos de Lewy y atrofia multisistémica.

[0110] De manera alternativa, en algunas formas de realizacion, la divulgacién también
se refiere a un método para tratar niveles anormales de proteina SNCA, en donde el
método comprende administrar ASO-005459, o un conjugado de la divulgacion o una
composicion farmacéutica de la divulgacion a un paciente que lo necesita.

[0111] La divulgacién también se refiere a ASO-005459, una composicion o un
conjugado como se define en la presente para usar como un medicamento.

[0112] La divulgacién también se refiere al uso de un compuesto, una composicion o un
conjugado como se define en la presente para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento de niveles anormales de proteina SCNA o la expresion de formas
mutantes de proteina SCNA (tales como variantes alélicas, tales como aquellas
asociadas a una de las enfermedades indicadas en la presente).

[0113] Un paciente que necesita el tratamiento es un paciente que padece o es posible
que padezca la enfermedad o el trastorno.

[0114] En la practica de la presente divulgacién, se usaran, a menos que se indigue lo
contrario, técnicas convencionales de biologia celular, cultivo celular, biologia molecular,
biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que se
encuentran dentro del &mbito de las personas del oficio de nivel medio. Dichas técnicas
se explican en su totalidad en la literatura. Ver, por ejemplo, Sambrook et al., ed. (1989)
Molecular Cloning A Laboratory Manual (2.2 ed; Cold Spring Harbor Laboratory Press);
Sambrook et al., ed. (1992) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Cold Springs
Harbor Laboratory, NY); D. N. Glover ed., (1985) ADN Cloning, volumenes | y II; Gait,
ed. (1984) Oligonucleotide Synthesis; Mullis et al. patente estadounidense N.°
4,683,195; Hames y Higgins, eds. (1984) Nucleic Acid Hybridization; Hames y Higgins,
eds. (1984) Transcription And Translation; Freshney (1987) Culture Of Animal Cells
(Alan R. Liss, Inc.); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press) (1986); Perbal (1984)
A Practical Guide To Molecular Cloning; the treatise, Methods In Enzymology (Academic

Press, Inc., N.Y.); Miller y Calos eds. (1987) Gene Transfer Vectors For Mammalian
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Cells, (Cold Spring Harbor Laboratory); Wu et al., eds., Methods In Enzymology, vol. 154
y 155; Mayer y Walker, eds. (1987) Immunochemical Methods In Cell And Molecular
Biology (Academic Press, London); Weir y Blackwell, eds., (1986) Handbook Of
Experimental Immunology, volimenes I-IV; Manipulating the Mouse Embryo, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1986); ); Crooke, Antisense
drug Technology: Principles, Strategies and Applications, 2.2 ed. CRC Press (2007) y en
Ausubel et al. (1989) Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley and Sons,
Baltimore, Md.).
[0115] Todas las referencias mencionadas anteriormente, al igual que todas las
referencias aqui mencionadas, se incorporan en la presente por referencia en su
totalidad.
[0116] Los siguientes ejemplos se presentan a modo ilustrativo y no son limitativos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Construccién de ASO-005459
[0117] EI ASO descrito en la presente (es decir, ASO-005459) se disefié para actuar
sobre la union entre intron 1 y exén 2 de pre-mARN de SNCA (es decir, los nucle6tidos
7604 a 7620 de SEQ ID NO: 1). ASO-005459 se disefi0 para ser un gapmer (por
ejemplo, gapmer alterno) y contiene acidos nucleicos bloqueados — LNA (letras
mayuscula), beta-desoxi LNA en el extremo 5'y el extremo 3'y una estructura principal
de fosforotioato. Sin embargo, la estructura principal puede ser otro tipo de estructura
principal (por ejemplo, un enlace de fosfodiéster, un enlace de fosfotriéster, un enlace
de metilfosfonato, un enlace de fosforamidato, o combinaciones de estos).
[0118] EI ASO de la presente divulgacion se sintetiz6 mediante métodos conocidos en
el estado de la técnica. Los métodos de ejemplo para preparar tales ASO se describen
en Barciszewski et al., capitulo 10 — "Locked Nucleic Acid Aptamers" en Nucleic Acid
and Peptide Aptamers: Methods and Protocols, vol. 535, Gunter Mayer (ed.) (2009),

cuyo contenido se incorpora expresamente en la presente en su totalidad por referencia.

Ejemplo 2. Ensayo de alto contenido para medir la reduccion de la proteina SNCA en
neuronas primarias
[0119] ASO-005459 se evaluo para determinar su capacidad para reducir la expresion
de la proteina SNCA en neuronas primarias de raton. Los cultivos neuronales primarios
se establecieron del prosencéfalo de ratones PAC-Tg(SNCAAS3T)*+:SNCA” ("PAC-
A53T") que tenian el gen SNCA humano completo con una mutacion A53T en un fondo
de inactivacion de SNCA de raton. Ver Kuo Y et al., Hum Mol Genet., 19: 1633-50 (2010).
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Todos los procedimientos que incluyeron ratones se llevaron a cabo de acuerdo con los
métodos de pruebas en animales (ATM) aprobados por el Comisién de cuidad y uso de
animales de Bristol-Myers Squibb (ACUC). Las neuronas primarias se generaron
mediante digestion de papaina de acuerdo con el protocolo del fabricante (Worthington
Biochemical Corporation, LK0031050). Las neuronas aisladas se lavaron y se volvieron
a suspender en medio neurobasal (NBM, Invitrogen) enriquecido con B27 (Gibco), 1,25
MM de Glutamax (Gibco), 100 unidades/ml de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina 'y
25 pg/ml de anfotericina B.

[0120] Las células se colocaron en placas recubiertas con poli D-lisina de mdltiples
cavidades a 5400 células/cm? (por ejemplo, en placas de 384 cavidades, 6000
células/cavidad en 25 pl de NBM). El ASO se diluy6é en agua y se agreg6 a las células
en DIVO1 (es decir, 1 dia después de la colocacién en placas). El ASO se agreg6 a una
concentracion final 2x en medio, luego se suministré a las células manualmente. De
manera alternativa, el ASO en agua se distribuyé usando un dispensador acustico
ECHO de Labcyte. Para la distribucion mediante ECHO, 250 nl de ASO en agua se
agregaron a las células en el medio, y luego se agreg6 una alicuota de igual volumen
de una nueva alicuota de NBM. Para el cribado primario, el ASO se agregd en
concentraciones finales de 5 uM, 3,3 uM, 1 uM, 200 nM o 40 nM. Para la determinacién
de la potencia, se prepararon titulaciones de 8-10 puntos del ASO de 0,75 mM de
reserva, luego se suministraron a células cultivadas para un rango de concentracién final
de 2,7-4000 nM o 4,5-10,000 nM. ASO-000010 (TCTgtcttggctTTG, SEQ ID NO: 5) y
AS0-000838 (AGAaataagtggtAGT, SEQ ID NO: 6) (5 uM) se incluyeron en cada placa
como inhibidores de control de referencia para tubulina y SNCA, respectivamente. Las
células se incubaron con los ASO durante 14 dias para alcanzar una reduccién de
estado estable de mARN.

[0121] Después de la incubacién de 14 dias, las células se fijaron mediante la adicion
de fijador en concentraciones finales de 4 % de formaldehido (J.T. Baker) y 4 % de
sacarosa (Sigma) en las cavidades. Las células se fijaron durante 15 minutos, y luego
el fijador se aspir6 de las cavidades. Luego, las células se permeabilizaron durante 20
minutos con una solucion salina amortiguada con fosfato (PBS) que contenia 0,3 % de
Triton-X 100 y 3 % de albumina de suero bovino (BSA) o 3 % de suero de cabra normal.
Luego, el amortiguador de permeabilizacion se aspiré de las cavidades, y las células se
lavaron una vez con PBS. Los anticuerpos primarios luego se diluyeron en PBS que
contenia 0,1 % de Triton X-100 y 3 % de BSA. Se usaron diluciones de 1:1000 de anti-
SNCA de conejo (Abcam) y 1:500 de anti-tubulina de pollo (Abcam). Las células se
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incubaron con anticuerpos primarios de 2 horas a durante la noche. Luego de la
incubacion, la solucién de tincion del anticuerpo primario se aspirQ, y las células se
lavaron 2 veces con PBS. Una solucién secundaria que contenia una dilucién 1:500 de
anticuerpo caprino anti-gallina Alexa 567, anticuerpo caprino anti-conejo Alexa 488, y
Hoechst (10 pg/ml) en PBS que contenia 0,1 % de Triton X-100 con 3 % de BSA se
agrego a las cavidades, y las placas se incubaron durante 1 hora. Luego, la solucién de
tincién secundaria se aspir6 de las cavidades y las células se lavaron 3 veces con PBS.
Después de lavar las células, 60 ul de PBS se agregaron a cada cavidad. Luego las
placas se almacenaron en PBS hasta el diagnéstico por imagenes.

[0122] Para el diagndstico por imagenes, las placas se sometieron a barrido en un
Thermo-Fisher (Cellomics) CX5 Imager usando la bioaplicacion Spot Detector
(Cellomics) para cuantificar nacleos (tinta Hoechst, canal 1), extensiones de tubulina
(Alexa 567, canal 2) y SNCA (Alexa 488, canal 3). El recuento de objetos (nucleos) se
control6, pero no se publicé en la base de datos. El area total cubierta por tubulina se
cuantificd con la caracteristica SpotTotalAreaCh2 y la intensidad total de tinciéon para
SNCA se cuantific6 como SpotTotallntenCh3. La medicién de tubulina se incluy6 para
controlar la toxicidad. Para determinar la reduccion de proteina SNCA, la relacion de la
intensidad de SNCA con respecto al area de tinciébn de tubulina se calcul6é y los
resultados se normalizaron como mediana de % de inhibicion usando la mediana de
vehiculo tratado con cavidades como total y las cavidades ASO-000010 o ASO-000838

como cavidades inhibidas al maximo para tubulina o SNCA, respectivamente.

Ejemplo 3: Andlisis DE QUANTIGENE® (ensayo de 96 cavidades) para medir la
reduccion de mARN en neuronas humanas

[0123] La capacidad de ASO-005459 para reducir mMARN de SNCA humana y/o posibles
especies de mARN humano de diana inespecifica se midié in vitro mediante analisis de
QUANTIGENE®. Las neuronas humanas (Cellular Dynamics Inc., "iNeurons") se
descongelaron, se colocaron en placas y se cultivaron de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Estas iNeurons son una poblacion altamente pura de neuronas humanas
derivadas de células madre pluripotentes inducidas (iPS) usando protocolos internos de
purificacién y diferenciacion de Cellular Dynamic.

[0124] Lisis: Las células se colocaron en placas recubiertas con poli-L-ornitina/laminina
de 96 cavidades de 50.000 a 100.000 células por cavidad (segun la expresion de la
diana inespecifica que se investiga) y se mantuvo en medio neurobasal enriquecido con

B27, glutamax y penicilina-estreptomicina. El ASO se diluy6 en agua y se agregé a las
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células en DIVO1 (es decir, 1 dia después de la colocacién en placas). Para mediciones
de punto Unico, en general se usé una concentracién final de ASO de 0,5 uM. Para
determinaciones de ICsq, las neuronas se evaluaron con una diluciéon 1:4 de repuesta de
concentraciéon de siete puntos, con una concentracion maxima de 5 UM para definir la
ICs0. Luego, las células se incubaron at 37 °C y 5 % de CO, durante 6 dias para alcanzar
una reduccién de estado estable de mARN.

[0125] Después de la incubacion, el medio se retird, y las células se lavaron 1X en DPBS
y se lisaron como se indica a continuacion. La mediciéon del ARN mensajero lisado se
realizé mediante el sistema de reactivo Quantigene® 2.0 (Affymetrix®), que cuantifica
el ARN mediante un método de amplificacion de la sefial de ADN ramificado que
depende del kit de sonda de captura de ARN especificamente disefiado. La solucién
amortiguadora de lisis celular de trabajo se elabor6 al agregar 50 pl de proteinasa K a 5
ml de mezcla de lisis precalentada (37 °C) y se diluyé en dH,O a una dilucion final de
1:4. El amortiguador de lisis de trabajo se agregé a las placas (100 a 150 pl/cavidad,
segun la expresion de la diana inespecifica que se investiga), se tritur6 10 veces, se
sell6 y se incub6 durante 30 min a 55 °C. Luego de la lisis, las cavidades se trituraron
10 veces mas, y las placas se almacenaron a -80 °C o se evaluaron inmediatamente.
[0126] Ensayo: Segun la sonda de captura especifica usada (es decir, SNCA, PROS1
o tubulina), los lisados se diluyeron (o no se diluyeron) en la mezcla de lisis. Luego, los
lisados se agregaron a las placas de captura (placa de poliestireno de 96 cavidades
recubierta con sondas de captura) en un volumen total de 80 pl/cavidad. Los reactivos
para conjuntos de sondas de trabajo se generaron al combinar agua libre de nucleasa
(12,1 ub), mezcla de lisis (6,6 pl), reactivo de bloqueo (1 ul) y kit de sondas 2.0
especificas (0,3 ul) (SNCA humano catalogo N.° SA-50528, PROS1 humano catalogo
N.° SA-10542 o tubulina beta 3 humana catalogo N.° SA-15628) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (QUANTIGENE® 2.0 AFFYMETRIX®). Luego se agregaron
20 pl de reactivos de kit de sondas de trabajo a una dilucién de 80 pl de lisado (u 80 ul
de mezcla de lisis para las muestras de fondo) en la placa de captura. Las placas se
centrifugaron a 240 g durante 20 s y luego se incubaron durante 16-20 horas a 55 °C
hasta hibridarse (captura de ARN diana).

[0127] La amplificacion de sefial y la deteccidon del ARN diana comenzé lavando placas
con amortiguador 3 veces (300 pl/cavidad) para eliminar cualquier material no unido.
Luego, se agrego reactivo de hibridacion preamplificador 2.0 (100 pl/cavidad), se incub6
a 55 °C durante 1 hora, luego se aspiré, y se agregd amortiguador de lavado y se aspird

3 veces. Luego se agrego el reactivo de hibridacion amplificador 2.0 como se describio
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(100 pl/cavidad), se incubd durante 1 hora a 55 °C, y la etapa de lavado se repiti6 como
se describié anteriormente. A continuacién se agrego reactivo de hibridacion de sonda
etiquetada 2.0 (100 pl/cavidad), se incub6 durante 1 hora a 50 °C, y la etapa de lavado
se repitib como se describié anteriormente. La placas se volvieron a centrifugar a 240 g
durante 20 segundos para retirar cualquier exceso de amortiguador de lavado, y luego,
se agreg0 2.0 Substrate (100 pl/cavidad) a las placas. Las placas se incubaron durante
5 minutos a temperatura ambiente, y luego se obtuvieron imagenes de estas placas en
un lector multidetector Envision de PerkinElmer en modo lumindmetro durante 15
minutos.

[0128] Determinacion de datos: Para el gen de interés, la sefial de fondo de ensayo
promedio se sustrajo de la sefial promedio de cada réplica técnica. Las sefales
promedio sustraidas del fondo para el gen de interés luego se normalizaron a la sefal
promedio sustraida del fondo para el ARN de tubulina constitutiva. El porcentaje de
inhibicion de la muestra tratada se calcul6 con respecto al lisado de la muestra de control
tratada. Los resultados de los ensayos de Quantigene® para las células tratadas con los

ASO se muestran, por ejemplo, en la Figura 3.

Ejemplo 4: Andlisis de QUANTIGENE® (ensayo de 96 cavidades) para medir la
reduccion de mARN en células Ramos

[0129] Para medir la posible reduccién de mARN de IKZF3 de diana inespecifica
humana (dedo de zinc 3 familia IKAROS), se usaron células Ramos (una linea celular
linfocitica humana). Como las células Ramos no expresan SNCA, RB1 (correpresor
transcripcional RB 1), que se expresa en células Ramos, se us6é como control positivo
para evaluar la expresion de mARN de IKZF3 de inactivacion mediada por ASO. Se
sinterizaron dos ASO para unirse e inactivar la expresiéon de mARN de RB1 humano. Se
uso beta-2 microglobulina (2M) como control de gen constitutivo. Las células Ramos
se cultivaron en suspension en medio RPMI enriquecido con FBS, glutamina y
Pen/Strep.

[0130] Lisis: Las células se colocaron en placas de 96 cavidades recubiertas con poli-
L-ornitina/laminina a 20.000 células por cavidad y se mantuvieron en medio Neurobasal
gue contenia B27, glutamax y penicilina-estreptomicina. EI ASO se diluy6é en agua y se
agrego a las células 1 dia después de la colocacion en placas (DIVO1) hasta obtener
una concentracion final de 1 pM. Después del tratamiento con ASO, las células se
incubaron a 37 °C durante 4 dias para lograr la reduccién estable del mARN. Luego de

la incubacion, el medio se retird y las células se lisaron como se indica a continuacion.
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La medicion del ARN mensajero lisado se realiz6 mediante el sistema de reactivo
QUANTIGENE® 2.0 (AFFYMETRIX®), que cuantifico el ARN mediante un método de
amplificacién de la sefial de ADN ramificado que dependia del kit de sonda de captura
de ARN especificamente disefiado. La mezcla de lisis (QUANTIGENE® 2.0
AFFYMETRIX®) se calenté previamente en una incubadora a 37 °C durante 30 minutos.
Para el lisado de células en suspensién, se agregaron 100 ul de amortiguador de lisis
3X (con 10 pl/ml de proteinasa K) a 200 pl de células en suspension. Luego, las células
se trituraron 10 veces para lisar, y la placa se sellé y se incub6 durante 30 min a 55 °C.
Luego, los lisados se almacenaron a -80 °C o0 se sometieron a ensayo inmediatamente.
[0131] Ensayo: Segun la sonda de captura especifica usada (es decir, IKZF3, RB1 y
B2M), los lisados se diluyeron (o no se diluyeron) en la mezcla de lisis. Luego, los lisados
se agregaron a la placa de captura (placa de poliestireno de 96 cavidades recubierta
con sondas de captura) en un volumen total de 80 pl/cavidad. Los reactivos para
conjuntos de sondas de trabajo se generaron al combinar 12,1 pl de agua libre de
nucleasa, 6,6 ul de mezcla de lisis, 1 pl de reactivo de bloqueo, 0,3 ul de conjunto de
sondas 2.0 especificas (IKZF3 humano catalogo N.° SA-17027, RB1 humano catalogo
N.° SA-10550 o microglobulina beta-2 humana catalogo N.° SA-10012) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (QUANTIGENE® 2.0 AFFYMETRIX®). Luego se
agregaron 20 ul de reactivos de kit de sondas de trabajo a una dilucion de 80 ul de lisado
(u 80 ul de mezcla de lisis para las muestras de fondo) en la placa de captura. Las placas
luego se incubaron durante 16-20 horas a 55 °C hasta hibridarse (captura de ARN
diana). La amplificacién de sefial y la deteccion del ARN diana se inici6 lavando placas
con amortiguador 3 veces (300 ul/cavidad) para eliminar cualquier material no unido.
Luego, se agrego reactivo de hibridacién preamplificador 2.0 (100 ul/cavidad), se incub6
a 55 °C durante 1 hora, luego se aspird, y se agregd amortiguador de lavado y se aspiré
3 veces. Luego se agrego el reactivo de hibridacién amplificador 2.0 como se describié
(100 pl/cavidad), se incubd6 durante 1 hora a 55 °C, y la etapa de lavado se repiti6 como
se describié anteriormente. A continuacion se agrego reactivo de hibridacion de sonda
etiquetada 2.0 (100 pl/cavidad), se incub6 durante 1 hora a 50 °C, y la etapa de lavado
se repiti6 como se describié anteriormente. La placas se volvieron a centrifugar a 240 g
durante 20 segundos para retirar cualquier exceso de amortiguador de lavado, y luego,
se agreg0 2.0 Substrate (100 pl/cavidad) a las placas. Las placas se incubaron durante
5 minutos a temperatura ambiente, y luego se obtuvieron imagenes de estas placas en
un lector multidetector Envision de PerkinElmer en modo luminémetro durante 15

minutos.
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[0132] Determinacion de datos: Para el gen de interés, la seial de fondo de ensayo
promedio (es decir, sin lisado, solo amortiguador de lisis 1X) se sustrajo de la sefial
promedio de cada réplica técnica. Las sefiales promedio sustraidas del fondo para el
gen de interés luego se normalizaron a la sefial promedio sustraida del fondo para el
MARN constitutivo (para células Ramos fue beta-2-microglobulina). El porcentaje de
inhibicién de la muestra tratada se calculd con respecto al promedio del lisado de la
muestra de control sin tratar. Los resultados de los ensayos de Quantigene® para las

células tratadas con ASO-005459 se muestran en la Tabla 4.

Ejemplo 5: Ensayo gPCR para medir la reducciéon de mARN de SNCA en células SK-
N-BE(2)

[0133] ASO-005459 que actia sobre SNCA se evalu6 para determinar su capacidad de
reducir la expresion de mARN de SNCA en célula de neuroblastoma SK-N-BE(2)
humana adquirida de ATCC (CRL-2271).

[0134] Las células SK-N-BE(2) se cultivaron en medio de cultivo celular (MEM [Sigma,
cat. N.° M2279] enriquecido con 10 % de suero bovino fetal [Sigma, cat. N.° F7524], 1x
GlutamaxTM [Sigma, cat. N.° 3050-038] solucion de aminoacido no esencial MEM 1x
[Sigma, cat. N.°c M7145] y 0,025 mg/m| de gentamicina [Sigma, cat. N.o G1397]). Las
células se tripsinizaron cada 5 dias mediante lavado con solucién salina amortiguada
con fosfato (PBS), [Sigma cat. N.° 14190-094] y luego adicién de 0,25 % de solucién de
tripsina-EDTA (Sigma, T3924), incubacion de 2-3 minutos a 37 °C y trituracién antes de
la siembra celular. Las células se mantuvieron en cultivo por hasta 15 pases.

[0135] Para uso experimental, se sembraron 12.500 células por cavidad en placas de
96 cavidades (Nunc cat. N.° 167008) en 100 pl de medio de cultivo. Se prepararon
oligonucledtidos de una reserva de 750 puM. Se agregé ASO disuelto en PBS
aproximadamente 24 horas después de que las células se sembraran en una
concentracion final de 25 uM para estudios de punto Unico. Las células se incubaron
durante 4 dias sin ningin cambio de medio. Para la determinacion de potencia, se
prepararon 8 concentraciones de ASO para un rango de concentracion final de 16-
50.000 nM. ASO-004316 (CcAAAtcttataataACtAC, SEQ ID NO: 7) y AS0O-002816
(TTCctttacaccACAC, SEQ ID NO: 8) se incluyeron como controles.

[0136] Después de la incubacion, las células se recolectaron al retirar el medio y luego
agregar 125 pl de amortiguador de lisis PURELINK® Pro 96 (Invitrogen 12173.001A) y
125 pl de etanol al 70 %. Se purificé el ARN de acuerdo con las instrucciones del

fabricante y se eluy6 en un volumen final de 50 pl de agua, lo que dio como resultado
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una concentracion de ARN de 10-20 ng/ul. EI ARN se diluyé 10 veces en agua antes de
la reaccién gPCR de una etapa. Para una reaccién gPCR de una etapa, se mezclé la
mezcla de gPCR (gScript TMXLE de 1 etapa RT-gPCR TOUGHMIX® Low ROX de
QauntaBio, cat. N.° 95134-500) con dos sondas de Tagman en una relacién 10:1:1
(mezcla de gPCR: sondal:sonda2) para generar la mezcla maestra Mastermix. Se
adquirieron sondas Tagman de LifeTechnologies: SNCA: Hs01103383_m1; PROS1:
Hs00165590_m1: TBP: 4325803; GAPDH 4325792. Mastermix (6 ul) y ARN (4 ul, 1-2
ng/ul) se mezclaron en una placa de qPCR (6ptica de 384 cavidades de MICROAMP®,
4309849). Después del sellado, la placa se giré rapidamente, 1000 g durante 1 minuto
a RT, y se transfirid a un sistema ViiaTM 7 (Applied Biosystems, Thermo) y se usaron
las siguientes condiciones de PCR: 50 °C durante 15 minutos; 95 °C durante 3 minutos;
40 ciclos de: 95 °C durante 5 s, y luego una disminucion de temperatura de 1,6°C/s, y
luego 60°C durante 45 s. Los datos se analizaron usando el software de PCR Real_time
de QuantStudioTM.

Ejemplo 6: Analisis in vitro de ASO-005459 en la reduccion de mARN de SNCA
humana
Potencia de ASO-005459 en neuronas de raton
[0137] El uso de los métodos descritos anteriormente en el Ejemplo 2, ASO-005459 se
evaluo para determinar su capacidad de reducir la expresion de proteina de SNCA como
un resultado corriente abajo de la reduccibn en mARN de SNCA. Brevemente, las
neuronas primarias derivadas de ratones PAC-A53T se trataron con ASO-005459 o
ASO de control durante 14 dias. Las células luego se fijaron y los niveles de proteina
SNCA vy proteina tubulina se midieron mediante diagnostico por imagenes de alto
contenido. Los niveles de tubulina se midieron para controlar la toxicidad y normalizar la
reduccién de proteina SNCA.
[0138] Como se muestra en la Tabla 1 a continuacion, la incubacién de células con 4
nM de ASO-005459 tuvo como resultado una reduccién de 21 % en la expresion de la
proteina SNCA. Con 40 nM y 5 uM de ASO-005459, la expresion de la proteina SNCA
se redujo 84 % y 86 %, respectivamente. En contraste, ASO-005459 tuvo un efecto

minimo o ningun efecto en el nivel de expresion de proteina tubulina.
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Tabla 1: Actividad de AS0O-005459 en neuronas A53T-PAC

Concentracion de % de inh. de % de inh.
ASO-005459 aSyn/tub SD N de tub. SD N
4 nM 21,11 33,71 3 -8,60 12,07 4
40 nM 84,28 13,21 8 4,32 2865 7
5uM 86,45 7,91 2 29,01 18,06 2

SD = desviacion estandar
N = cantidad de pruebas

[0139] Asimismo, para evaluar la potencia, las neuronas A53T-PAC se trataron con una
titulacion de 10 puntos de ASO-005459, como se describié en el Ejemplo 2A, y se
determinaron las ICs, para efecto en proteina SNCA y tubulina. Como se muestra en las
Figuras 2A y 2B, y la Tabla 2 (a continuacion), se observé una reduccion dependiente
de la concentracion en una relacion a-Syn/tubulina, con una ICs, promedio de 7,4 nM.
Esta observacion fue consistente con los datos de actividad de punto Unico que se
muestran en la Tabla 1 (mas arriba). Ademas, ASO-005459 produjo efectos
insignificantes en los niveles de Tub. En conjunto, estos resultados indican que ASO-
005459 reduce con potencia los niveles de proteina SNCA con un efecto minimo en la

viabilidad celular general.

Tabla 2: Calculo de potencia y selectividad para AS0O-005459 para
proteina SNCA y tubulina en neuronas A53T-PAC
ICsq de
aSyn/tub(nM) SD N  ICg de tub (nM) SD N
7,42 2,73 6 >4000 NA

SD = desviacién estandar
N = cantidad de pruebas

Eficacia de ASO-005459 en células SK-N-BE(2)

[0140] Mediante el método descrito en el Ejemplo 5, ASO-005459 se evalué para
determinar su capacidad para reducir mARN de SNCA en SK-N-BE(2) después de 4
dias de tratamiento.

[0141] La incubacion de células con 25 uM de ASO-005459 produjo 92 % de reduccién
en mARN de SNCA en células SK-N-BE(2).

Potencia de ASO-005459 en neuronas humanas

[0142] La potencia de ASO-005459 para SNCA se confirmd mediante el uso de
neuronas humanas primarias como se describié anteriormente en el Ejemplo 3. En
resumen, las neuronas humanas se derivaron de células madre pluripotentes inducidas
(iPS). Las células se trataron con ASO-005459 o ASO de control durante 6 dias y luego
se midieron los niveles de mMARN mediante el ensayo QUANTIGENE®. Debido a que las

neuronas humanas también expresan PROS1, una potencial diana inespecifica para
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AS0-005459, el nivel de mMARN de PROS1 también se midi6é para evaluar el efecto de
AS0-005459 en genes de diana inespecifica. Ademas, el mMARN de tubulina (TUBB) se
midié para controlar la toxicidad.

[0143] Como se muestra en la Figura 3y la Tabla 3 (a continuacién), ASO-005459 indujo
una reducciéon dependiente de la concentracion en SNCA expresada en neuronas
humanas, con una ICs, promedio de 100 nM. Esta ICsq es ~13 veces mas débil que la
ICso para reducir la proteina SNCA en neuronas PAC-A53T (Tabla 2, mas arriba). El
motivo para este desplazamiento de potencia no esta claro, pero podria deberse a las
diferencias en la absorcién de ASO, metabolismo o cinética de inhibicion de SNCA. Si
bien ASO-005459 también present6 reducciones dependientes de la concentracion de
MARN de PROS1 en las neuronas humanas; la ICs, fue 30-50 veces mas débil que la
ICso para SNCA. Estos resultados confirman la actividad de ASO-005459 para SNCA en
neuronas humanas e indica que ASO-005459 es 30-50 veces mas selectiva para SNCA
en comparacion con PROSL1.

Tabla 3: Potenciay selectividad de ASO-005459 en mARN de SNCA 'y
PROS1 en neuronas humanas
Fecha de SNCA PROS1 TUBB3 Relacion ICs, de
ensayo Lote IC50 (NM)  IC50 (NM)  1Csp (NM) PROS1/SNCA
26/08/2016  01-001 42 2127 >5000 51
08/12/2016  01-004 157 >5000 >5000 >32

Lote = nimero de lote particular de ASO-005459 usado

Potencia de ASO-005459 en células Ramos

[0144] IKZF3 es otra potencial diana inespecifica para ASO-005459, pero a diferencia
de PROS1, no se expresa en neuronas humanas. En su lugar, IKZF3 se expresa de
manera robusta en células Ramos, una linea celular linfocitica humana. Las células
Ramos se trataron con 1 uM de ASO-005459, y se midi6 el efecto en la expresion de
MARN de IKZF3. Para controlar la toxicidad, también se midi6 el mARN de beta-2
microglobulina. Como las células Ramos no expresan SNCA, se us6 otro gen, RB1
(correpresor transcripcional RB 1) como control positivo para la inhibicion mediada por
ASO. ASO0-006754 (GGTgaggtttggtaGA, SEQ ID NO: 9) y ASO-006755
(GGTgaggtttggtagaAG, SEQ ID NO: 10) actian sobre RB1 y se incluyeron en el estudio.
Como se muestra en la Tabla 4 (a continuacion), a 1 uM de concentracién, ASO-005459
no afecto la expresiéon de mARN de IKZF3, lo que demostro la especificidad de ASO-
005459 para SNCA. ASO-005459 tampoco afectd la expresion de mARN de RB1y 2M,
lo que indic6 que ASO-005459 no es téxico para células Ramos. En contraste, ASO-
006754 y ASO-006755 (los ASO de control) redujeron los niveles de RB1 en 87 % y 83
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%, respectivamente, lo que confirmé la actividad de ASO en células Ramos.

Tabla 4: Efecto de 1 uM de ASO-005459 en IKZF3 en células Ramos
IKZF3 RB1 B2M
ASO Diana Lote (% de con) (% de con) (% de con)
ASO0-005459 SNCA 01-004 102 99 94
ASO-006754 RB1 01-001 104 13 87
ASO0-006755 RB1 01-001 116 17 83

Lote = nimero de lote particular de ASO usado

[0145] En conjunto, los resultados presentados en la presente demuestran que ASO-
005459 es potente y altamente selectivo para reducir mMARN de SNCA, que a su vez
media en la reduccién de niveles de proteina SNCA. Los resultados también muestran
que ASO-005459 es bien tolerado tanto en neuronas de ratbn como humanas. Estos
resultados respaldan el desarrollo continuo de ASO-005459 como un agente terapéutico

gue modifica la enfermedad para el tratamiento de sinucleinopatias.

Ejemplo 7: Tolerabilidad in vivo y reduccién de mARN de SNCA in vivo
[0146] La tolerabilidad in vivo del ASO de la presente divulgacion se evalué para
observar como se toleraba el ASO al inyectarlo en modelos animales diferentes (es
decir, ratones y Macaca fascicularis):
Ratones
[0147] Sujetos: Ratones macho y hembra (2-3 meses de vida) PAC-
Tg(SNCAASET)*+ SNCA” ("PAC-A53T") que tenian el gen SNCA humano completo con
una mutacion A53T en un fondo de inhibicion de SNCA de ratén se usaron para estudios
de eficacia in vivo breves, a largo plazo y PK/PD. En algunos casos, los ratones C57B/6
de tipo silvestre (WT) se usaron para una evaluacién de salud a largo plazo (es decir, 4
semanas). Los ratones se alojaron en grupos de 4 0 5 en una jaula de temperatura
controlada con agua y alimento disponibles a demanda. Todos los procedimientos que
incluyeron ratones se llevaron a cabo de acuerdo con los métodos de pruebas en
animales (ATM) aprobados por el Comision de cuidado y uso de animales de Bristol-
Myers Squibb (ACUC).
[0148] Preparacion de la solucion de dosis de ASO: Se usaron jeringas de solucion
salina estériles (1 ml) equipadas con filtros Whatman de 0.2 um y tubos de centrifuga
libres de nucleasa para preparar las soluciones de dosis. El volumen indicado de agua
0 solucidn salina se agregd a un polvo de ASO y se agité por vortice (~1 min) para
disolver el polvo de ASO. Luego, la solucién se dejé reposar durante 10 min y se volvid

a agitar por vértice durante ~1 min. Los tubos se centrifugaron brevemente para volver
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a colocar todo el liquido en el fondo del tubo, y luego, la solucién se filtré a través de un
filtro estéril de 0.2 um en un segundo tubo libre de RNasa. Una pequefia alicuota de la
reserva primaria se diluy6é a 1 mg/ml para analisis de la concentracién usando Nanodrop.
La muestra analitica se agitd por vortice tres veces con inversién manual para mezclar
exhaustivamente. Luego, la absorbancia de UV de la muestra se midié dos veces a 260
nm con Nanodrop (el pedestal se enjuagl y se secé tres veces antes de aplicar la
muestra). La muestra de prueba se descarté una vez que se completd el analisis. La
muestra se consider6 lista para la dosis si la absorbancia de UV era de 90 a 110 % de
la muestra. Si la absorbancia de UV excedia 110 % de la muestra, se prepar6 una
diluciéon secundaria; si la absorbancia era < 90 %, la muestra se prepar6 a una
concentracion inicial mayor y se siguieron etapas similares a las descritas anteriormente.
Las muestras se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

[0149] Inyeccidn intracerebroventricular (ICV) a pulso: Las inyecciones ICV se
realizaron usando una microjeringa Hamilton equipada con una aguja de calibre 27 o
30, de acuerdo con el método de Haley y McCormick. La aguja se equipé con una
proteccion de polietileno a 2,5-3 mm de la punta a fin de limitar su penetracion en el
cerebro. Los ratones se anestesiaron usando anestésico de isoflurano (1-4 %). Una vez
gque estaban suficientemente anestesiados, los ratones se sujetaron por la piel flacida
de la parte trasera del cuello con el pulgar y los primeros dedos de la mano. Con una
presién suave pero firme, la cabeza del animal luego se inmovilizé presionandola contra
una superficie plana firme. La administracién se llevé a cabo usando jeringas Hamilton
de 10 ul equipadas con agujas de 27 %2 g. Luego, la punta de la aguja se inserté a través
del pericraneo y el craneo, alrededor de 1 mm en direccion lateral y 1 mm en direccién
caudal al bregma (es decir, a la derecha de la linea media, alrededor de 3 mm para atras
midiendo desde la linea del 0jo). Una vez que la aguja estaba en posicién, el ASO se
proporciond en un volumen de 5 ul en vehiculo de solucion salina y se inyecté durante
~30 segundos. La aguja se dejé durante 5-10 segundos antes de retirarla. Los ratones
se volvieron a colocar en sus jaulas y se permitié que se recuperaran durante ~2-4 min.
Los ratones se observaron de manera continua durante 30 minutos inmediatamente
después de la administracion para detectar efectos adversos en la conducta ante el
farmaco y/o dosis. Durante este tiempo, cualquier ratén que convulsioné mas de 3 veces
separadas se sometid a eutanasia de inmediato, y se le asigné un puntaje automéatico
de 20. La tolerabilidad al farmaco se calific6 1 h + 15 min después de la dosis. Los
animales con compuestos no tolerados (puntaje de tolerabilidad > 4) se sometieron a

eutanasia inmediatamente luego de una 1 h de evaluacién.
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[0150] Evaluacion de la tolerabilidad de ASO: Los animales que recibieron una dosis de
ASO se evaluaron justo después de la administracion y se controlaron durante 2 h para
detectar cualquier efecto adverso. Para los estudios de tolerabilidad aguda (AT), los
ratones se evaluaron en el momento de la dosis y de nuevo en la retirada, es decir, 3
dias después de la inyeccion de ASO. Para las evaluaciones de salud a largo plazo, los
ratones se pesaron semanalmente y se controlaron para detectar cualquier problema de
salud y conducta hasta completarse el experimento. Los ratones que tuvieron pérdidas
de peso mayores a 15 % de su peso corporal inicial o exhibieron problemas de

tolerabilidad se retiraron del estudio y se sometieron a eutanasia. Las evaluaciones de

salud y tolerabilidad se llevaron a cabo de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla 5;

Sistema de puntaje de tolerabilidad?

Categoria

Puntaje 1 Puntaje 2 Puntaje 3

Puntaje 4

Hiperactividad,
estereotipias,
conductaen
jaula

Menor
vigilancia,
exploracién y
grado de
respuesta

Coordinaciény
fuerza motoras

Postura,
aspecto,
respiracion

Temblor,
hiperactividad,
convulsién

«Cierta reduccion en

sAumento de  *Aumento moderado

*Aumento muy leve  exploracion de de la actividad en

de exploracion de jaula (por jaula <Estereotipias
jaula o ejemplo, detectables (por
encabritamiento en excavacion, ejemplo,

movimientos en
circulo, conductas
repetitivas, etc.)

enterramiento,
etc.) *"Aumento
de acicalamiento

comparacion con
controles

Somnolencia

la actividad *Estupor (grado de
. *Respuesta .

exploratoria respuesta reducido,

levemente .
*Responde . menor reflejo
reducida a tacto y
normalmente a la : 2 corneal)
: = manipulacion
estimulacion

sLeve cambio enla <Fuerza (caidas <Fuerza de prension
marchay la fuerza en menos de 5s) altamente reducida
de prension (caidas sLeve ataxia (por (caidas en menos de
cada 5-10 s) Sin ejemplo, 2 s) *Ataxia (por
caidas, respuesta respuesta de ejemplo, marcha
de enderezamiento enderezamiento  vacilante, caidas,

normal lenta, tambaleo) caminata alterada)
*Postura
levemente
anormal (por
ejemplo, *Postura
encorvamiento, moderadamente
*Postura muy <
extension, anormal (por

levemente anormal

(sutil postura baja,

posicién de la
cola, cola rigida)
Piloereccion o
ptosis spelaje
descuidado

ejemplo, decubito
prono) *Respiracion
superficial

*Pocas convulsiones
0 convulsiones
parciales,
encabritamiento y

*Hipersensibilida
d a estimulos
(por ejempilo,

ruido) sTemblores

marcados

*Temblor detectable

la convulsion

*Hiperactividad
marcada
*Estereotipias
marcadas

eComa (no
responde a
estimulacion,
por ejemplo,
pellizco), sin
reflejo corneal

*Ataxia intensa
(por ejempilo,
gateo, no sujeta
la barra) «Sin
capacidad de
enderezamiento

*Postura
marcadamente
anormal (por
ejemplo,
decubito lateral)
Paralisis facial
(por ejempilo,
hipersalivacion,
lengua afuera)
*Respiracién
dificultosa

«Convulsiones
repetidas o
continuas (con
carreras y

caidas como parte de rebotes, clénicas

y/o tOnicas)
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a Normal se califica como “0”. Los animales se califican individualmente en puntos temporales
sucesivos después de la dosis. Las observaciones se califican a 1 h £ 15 min, luego 24 h + 2
h, luego 7 dias (si corresponde). Recuento de convulsiones para el punto temporal de 1 h,
incluso si ocurren antes del intervalo de observaciéon. Un puntaje de tolerabilidad total se
calcula en funcién de la suma de los puntajes individuales por categoria, con un puntaje
maximo posible de 20.

[0151] Recoleccion de tejidos: Luego de las evaluaciones de conducta y salud, los
ratones se decapitaron en una guillotina y los cerebros se extrajeron rdpidamente. Cada
cerebro se dividié en dos hemisferios y a) el hipocampo se diseccioné para mediciones
de mARN en los estudios de tolerabilidad aguda de 3 dias; b) el hipocampo, tronco
encefélico y cuerpo estriado de un hemisferio se diseccionaron para mediciones de
MARN, mientras las mismas regiones se diseccionaron del segundo hemisferio para
mediciones de proteina/PK en los estudios PK/PD de evolucién temporal de respuesta
a la dosis.

[0152] En algunos de los estudios, la sangre vy el liquido cefalorraquideo (CSF) también
se recolectaron para mediciones de PK (sangre) y PK/proteina (CSF). Para extraer la
sangre y el CSF, los ratones se anestesiaron profundamente con isoflurano (4 %). La
sangre se extrajo mediante puncidn cardiaca usando una aguja 23G. Una vez extraida,
la sangre se transfirié en tubos BD Microtainer (K2EDTA BD N.° 365974) de 2 ml y se
colocé en hielo hasta el procesamiento. Para procesar la sangre, los tubos se
centrifugaron en 4500 xg durante 10 min a 4 °C. Luego, el plasma se retird y se coloco
en tubos Eppendorf de 0,5 mly se almacend a -80 °C. Para recolectar el CSF, la cavidad
toracica se abrié para exponer el corazén, y se dren6 la mayor cantidad posible de
sangre para evitar la contaminacion del CSF. Las muestras de CSF se extrajeron
mediante Cisterna magna usando micropipetas y se colocaron en tubos Lo-bind para
proteinas de Eppendorf. Luego, los tubos se centrifugaron en 4500 xg durante 15 min a
4 °C. El CSF se transfirié cuidadosamente a tubos lo-bind de Eppendorf de 0,5 ml limpios
y se almacend a -80 °C hasta volver a usarse.

Datos de Macaca fascicularis

[0153] Sujeto: Se usaron Macaca fascicularis macho que pesaban 3,5-10,0 kg al
comienzo del estudio. A cada uno se le implant6 un catéter para liquido cefalorraquideo
(CSF) por via intratecal que ingreso en las vértebras L3 o L4. El extremo distal del catéter
de poliuretano se extendié dentro del espacio intratecal hasta aproximadamente la
vértebra L1. El extremo proximal se conect6 a un puerto de acceso subcutaneo ubicado
en la zona lumbar del animal. Se permitié que los animales se recuperaran durante al
menos dos semanas antes del inicio del estudio. La atencidén a animales de laboratorio

se llevd adelante de acuerdo con la Politica del servicio de salud publica sobre cuidado
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y uso éticos de animales de laboratorio y la Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio del NRC (2011) (National Research Council: Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (The National Academies Collection: Reports funded by National
Institutes of Health). National Academies Press (EE.UU.), Washington (DC)). El
protocolo fue aprobado por el Comisién de cuidado y uso de animales de Wallingford de
Bristol-Myers Squibb Company.

[0154] Muestreo de CSF y sangre: Se accedié al puerto de CSF por via subcutanea
usando técnicas asépticas, y se obtuvieron muestras de CSF de animales despiertos
sentados rectos en una silla de contencibn para primates. Se descartd
aproximadamente 0,1 ml de CSF en el comienzo de la recolecciéon para despejar el
espacio muerto en el catéter y el puerto. El CSF se recolecto por flujo de gravedad hasta
un maximo de 0,5 ml de CSF por muestra. El CSF se agit6 a 2.000 g a 4 °C durante 10
min. El sobrenadante se congel6 en hielo seco o en nitrégeno liquido y se mantuvo a -
90 °C hasta analizarse.

[0155] Se obtuvieron muestras de sangre de una vena disponible, generalmente la vena
safena. Las muestras de sangre se prepararon en un nimero de procedimientos segun
la medida particular en cuestion. Para el plasma, la sangre se extrajo en tubos tratados
con EDTA. Para el suero, la sangre se extrajo en tubos separadores de suero y se dejo
coagular durante al menos 30 min antes de la centrifugacién. Para las medidas de
coagulacion y factores de coagulacion, la sangre se extrajo en tubos citratados, y para
el analisis de ARN, la sangre se extrajo en tubos que contenian RNA-later. Luego del
procesamiento, las muestras se congelaron en hielo seco o en nitrégeno liquido y se
mantuvieron congeladas hasta analizarse.

[0156] Dosis por via intratecal: Los animales se entrenaron para recibir la dosis
despiertos y con el uso de sillas de contencidn disponibles en el comercio, los animales
se mantuvieron en posicién prono. Los oligonucleétidos antisentido (ASO) que actlan
sobre SNCA se disolvieron en solucidn salina, se esterilizaron mediante filtraciéon y se
administraron a 0,33 ml/min en un volumen de 1,0 ml seguido de 0,5 ml de chorro de
agua estéril. El tiempo de infusion total fue de 4,5 min. Los animales se mantuvieron en
posicion prono durante 30 min después de la infusion.

[0157] Autopsia: A los Macaca fascicularis se les administré el volumen adecuado de
una solucién de eutanasia disponible en el comercio, y se anestesiaron con ketamina
e/o isoflurano. Los tejidos de la autopsia se obtuvieron inmediatamente después, y el
cerebro se transfiri6 a hielo himedo para su diseccion. Se diseccionaron areas de

interés mediante el uso de rebanadas de 4-6 mm en una matriz de cerebro de Macaca
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fascicularis ASI, ademas de técnicas de manos libres. Las muestras se colocaron
frescas en RNAlater®, o se congelaron en hielo seco para su andlisis posterior. El tejido
de SNC se diseccion6 rapidamente de Macaca fascicularis, y se recolectaron piezas no
mas grandes de 4 mm en cualquier eje y se colocaron en 5 ml de RNAlater. Las
muestras se almacenaron a 4 °C durante la noche, y luego se transfirieron a -20 °C para
almacenamiento hasta analizarse.

[0158] Las regiones del cerebro analizadas incluyeron bulbo raquideo, protuberancia,
cerebro medio, cerebelo, nicleo caudado y putamen (izquierdo y derecho), hipocampo
(izquierdo y derecho), corteza frontal (izquierda y derecha), corteza temporal (izquierda
y derecha), corteza parietal (izquierda y derecha), corteza occipital (izquierda y derecha)
y materia blanca cortical. Ademas, se obtuvieron muestras de médula espinal en las
regiones cervical, toracica y lumbar. También se obtuvieron muestras del higado, rifion
y corazon. En algunos casos, las muestras de nucleos trigéminos, nervio tibial y aorta
se recolectaron para examinar la farmacologia inespecifica en aquellas areas.
Cuantificacién de ELISA de concentracion de ASO en tejido, plasma y CSF de ratén o
mono:

[0159] EI tejido se homogenizé con plasma y agua en una relacion 1:1. La curva
estandar se generé mediante una dilucion serial en 2 veces de 5000 a 4,9 nM en plasma
(para plasma y CSF) y en plasma:agua (para muestras de tejidos), y luego se volvié a
diluir en un total de 5000 veces con 5X SSCT (750 mM de NaCl y 75 mM de citrato de
sodio, pH 7,0, que contenia 0,05 % (v/v) de Tween-20) solo y en 5X SSCT que contenia
35 nM de reactivo de captura y 35 nM de reactivo de deteccion para obtener un rango
estdndar de 1-1000 pM. El factor de dilucibn usado vari6 segun el rango de
concentracién de la muestra previsto. La sonda de captura fue AAAGGAA con 3’ biotina
(Exiqon) y la sonda de deteccién fue 5’ DigN-isopropil 18 ligador--GTGTGGT (Exigon).
[0160] Las muestras y estandares experimentales se agregaron a amortiguador de lisis
de Clarity (Phenomenex, cat. N.° AL0O-8579) en una relacion 1:1 antes de la dilucién con
amortiguador de captura y de deteccidn y antes de transferencia a la placa de ELISA.
Las muestras de CSF se diluyeron con plasma (2 veces) antes de la adicion de
amortiguador de lisis. Una placa recubierta de estreptavidina (Thermo 15119) se lavo 3
veces con amortiguador SSCT 5X. Se agregaron muestras de 100 ul y se incubaron
durante 60 min a temperatura ambiente. La sonda de deteccion, 100 pl de fragmento
Fab anti-Dig-AP diluido 1:4000 en PBS que contenia 0,05 % de Tween-20 (Roche
Applied Science, Cat. N.° 11 093 274 910) se agreg6 y se incubd durante 60 min a

temperatura ambiente. Después de lavar la placa con amortiguador SSCT 2X, se
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agregaron 100 ul de sustrato Tropix CDP-star Sapphire Il (Applied Biosystems) durante
30 min a temperatura ambiente. Las concentraciones de ASO se midieron mediante
luminiscencia (Enspire-PerkinElmer).

Mediciones de proteina alfa-sinucleina:

[0161] Las muestras de tejido cerebral se homogeneizaron a 10 ml/g de tejido en
amortiguador de RIPA (50 mM de Tris HCI, 150 mM de NaCl, 1 % de NP-40, 0,5 % de
desoxicolato de sodio, 0,1 % de dodecil sulfato de sodio) usando homogeneizadores de
microesferas Qiagen Tissuelyser Il durante 25 ciclo/s, con una microesfera de acero
inoxidable de 5 mm durante un total de 2 min. Las muestras homogeneizadas se
incubaron 30 min en hielo. 50 pl de alicuota de cada muestra se conservaron para
andlisis de PK. Las muestras restantes se centrifugaron 20.800 g, durante 60 min, 4 °C.
El sobrenadante se conservo y se us6 para andlisis. La proteina total se midié usando
un kit de ensayo de proteina BCA de Pierce (23227).

[0162] Extractos de tejido cerebral: La proteina SNCA se midi6 usando ELISA
MJFR1+4B12. Brevemente, las placas ELISA (Costar) se recubrieron con 100 pl de
anticuerpo anti-SNCA MJFR1 (Abcam) en una concentracion de 0,1 pug/ml diluida en
amortiguador carbonato-bicarbonato BupH, pH 9.4 (Thermo Scientific) durante la noche
(OIN) a 4 °C. Las placas del dia siguiente se lavaron 4 veces con PBS de Dulbecco (Life
Technologies) y se bloquearon con 3 % de BSA (albumina de suero bovino, libre de
proteasa, fraccion V, Roche Diagnostic) en PBS durante 2~3 h a temperatura ambiente
(RT) o durante la noche a 4 °C. Tanto los estandares como las muestras cerebrales se
diluyeron con 1 % de BSA/0,05 % de Tween/PBS que contenia inhibidor de la proteasa
de Roche (Roche 11836145001, 1 pelet/25 ml) y fosfato inhibidor 2&3 (Sigma, 1:100).
Se usé SNCA de tipo silvestre (rPeptide) como estandar. Las muestras se cargaron por
duplicado (50 pl/cavidad) y se incubaron para O/N a 4 °C. Después de equilibrar las
placas a RT, 50 pl del anticuerpo de deteccién 4B12 (Biolegend) (diluido 1:4000 en 1 %
de BSA/0,1 % de Tween/DPBS) se agregaron a cada cavidad y se coincubaron con las
muestras a RT durante ~2 h. El anticuerpo de deteccion se conjugé previamente con
fosfatasa alcalina (kit AP de Novus Biologicals). Luego, las placas se lavaron 4 veces
con 0,05 % de Tween/PBS y se desarrollaron con 100 ul de sustrato de fosfatasa
alcalina (Tropix CDP Star listo para usar con Sapphire Il, T-2214, Life Technologies)
durante 30 minutos. Los recuentos de luminiscencia se midieron con Perkin Elmer
EnVision (lector multidetector 2102). Las placas se conservaron en agitacion constante
(agitador de placas de titulo, velocidad 3) durante el ensayo. Los datos se analizaron

mediante GraphPad Prism. La proteina total en el tejido cerebral se midié usando un kit
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de ensayo de proteina Micro (Thermofisher N.° 23235) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

[0163] Liquido cefalorraquideo (CSF): La proteina SNCA se midié usando el kit de
SNCA humana U-PLEX: (cat. N.° K151WKK-2, Meso Scale Discovery) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las muestras de CSF se diluyeron 10 veces. La
hemoglobina se midié en muestras de CSF usando el kit ELISA de hemoglobina de ratén
Abcam (ab157715). Las muestras de CSF se diluyeron 40 veces para mediciones de
hemoglobina.

Mediciones de mARN mediante RT-PCR

[0164] Las regiones del cerebro se recolectaron y se colocaron en tubos de proteccion
de tejido de 1,5 ml de RNA-later (Qiagen cat. N.° 76514) que se llenaron previamente
con RNA-later, una solucion de estabilizacion de ARN. El tejido en la solucion de RNA-
later se puede almacenar a 4 °C durante 1 mes, 0 a -20 °C u -80°C indefinidamente.
[0165] Aislamiento de ARN: Minikit Plus de RNeasy: EI ARN de hipocampo y corteza de
raton se aislé usando un minikit plus de RNeasy (Qiagen cat. N.° 74134). Las muestras
de tejido se homogeneizaron en un volumen de 600 ul 0 1200 pl de amortiguador RLT
Plus que contenia 10 pl/ml de 2-mercaptoetanol y 0,5 % de reactivo Dx. Se usaron 600
ul de amortiguador de lisis si la muestra de tejido era <20 mg, se usaron 1200 ul de
amortiguador de lisis para muestras de tejido de >20 mg. Para homogenizacion, la
muestra de tejido se transfiri6 a un tubo de fondo redondo de 2,0 ml con traba de
seguridad de Eppendorf (Eppendorf cat N.° 022600044) que contenia 600 ul de
amortiguador RLT Plus (méas 10 ul/ml de 2-mercaptoetanol y 0,5 % de reactivo Dx) y se
homogeneizaron muestras de microesferas de acero inoxidable de 5 mm (Qiagen cat
N.© 69989) usando un instrumento TissueLyser Il de Qiagen. Las muestras se
procesaron durante 2,0 min a 20Hz, se giraron a 180 ° y se procesaron durante otros
2,0 min a 20Hz. Luego, las muestras se procesaron 2,0 min a 30 Hz, se giraron a 180°
y se procesaron durante otros 2,0 min a 30 Hz. Se usé una homogeneizacién mas
extensa y/o a mayor frecuencia si el procesamiento no estaba completo. Luego, se
transfirieron 600 pl del lisado en una columna de agitacion gDNA Eliminator en un tubo
de recoleccion de 2,0 mly las muestras se centrifugaron durante 30 s a 10.000 g. Todas
las etapas de centrifugacion se llevaron a cabo a RT. El flujo se recolectd y un volumen
equivalente de etanol al 70 % se agregd y se mezcl6. 600 ul se transfirieron a una
columna de agitacion RNeasy colocada en un tubo de recoleccion de 2,0 ml, y las
muestras se centrifugaron durante 15 s a 10.000 g. El flujo se descart6 y los 600 ul

restantes de la muestra se agregaron a la columna de agitacién. Las columnas de
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agitacion se centrifugaron y el flujo se descarté. Las columnas se lavaron con 700 ul de
amortiguador de lavado RW1, se centrifugaron durante 15 s a 10.000 g, y el flujo se
descarté. Luego, las columnas se lavaron 2 veces con 500 pl de amortiguador RPE que
contenia 4 volimenes de etanol como describe el protocolo del kit. Las columnas se
centrifugaron primero durante 15 s a 10.000 g para el primer lavado, y luego durante 2,0
min a 10.000 g para el segundo lavado. Después del segundo lavado, las columnas se
centrifugaron una vez durante 1,0 min a 10.000 g para secar las membranas. Luego, las
columnas se transfirieron a un nuevo tubo de recoleccion de 1,5 ml y se agregaron 30
ul de agua libre de RNasa directamente en el centro de la membrana. Las membranas
se incubaron durante 10 min a RT. Luego, las columnas se centrifugaron durante 1,0
min a 10.000 g para eluir el ARN. La elucién, que contenia el ARN, se recolecto y se
almacend en hielo hasta que las concentraciones de ARN pudieran determinarse
mediante absorbancia de UV usando un espectrofotémetro NanoDrop (Thermo). Las
muestras de ARN se almacenaron a -80 °C.

[0166] Aislamiento de ARN: Minikit Plus Universal de RNEASY®: El ARN de todas las
otras muestras de tejido de Macaca fascicularis, ratén y rata se aislé usando un minikit
Plus Universal RNEASY® (Qiagen cat. N.° 73404). Para la homogenizacion, se
transfirieron 50 pg o menos de muestra de tejido a un tubo de fondo redondo de 2,0 mi
con traba de seguridad de Eppendorf (Eppendorf cat. N.° 022600044) que contenia 900
ul de reactivo de lisis QiAzol®, y las muestras de microesferas de acero inoxidable de 5
mm (Qiagen cat. N.° 69989) se homogeneizaron usando un instrumento TissuelLyser Il
de Qiagen. Las muestras se procesaron durante 2,0 min a 20 Hz, se giraron a 180 °y
se procesaron durante otros 2,0 min a 20 Hz. Luego, las muestras se procesaron 2,0
min a 30 Hz, se giraron a 180° y se procesaron durante otros 2,0 min a 30 Hz. Se usoé
una homogeneizacibn mas extensa y/o a mayor frecuencia si el procesamiento no
estaba completo. Luego, el lisado de tejido homogeneizado se transfirié a un tubo de
fondo redondo de 2,0 ml con traba de seguridad de Eppendorf durante 5,0 min. Se
agregaron 100 pl de solucién gDNA Eliminator en cada tubo, y los tubos se agitaron
vigorosamente durante 30 s. Se agregaron 180 pl de cloroformo (Sigma cat. N.°© 496189)
en cada tubo, y los tubos se agitaron vigorosamente durante 30 s. Los tubos se dejaron
a RT durante 3 min. Los tubos se centrifugaron a 12.000 g durante 15 min a 4 °C.
Después de la centrifugacion, la fase acuosa superior se transfiri6 a un nuevo tubo de
fondo redondo de 2,0 ml con traba de seguridad de Eppendorf ~500 pl. Se agreg6 un
volumen equivalente de etanol al 70 % y se mezcl6. Todas las etapas de centrifugacion

siguientes se llevaron a cabo a RT. 500 pl se transfirieron a una columna de agitacion
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RNeasy colocada en un tubo de recoleccion de 2,0 ml, y las muestras se centrifugaron
durante 15 s a 10.000 g. El flujo se descart6é y los 500 ul restantes de la muestra se
agregaron a la columna de agitacion. Las columnas de agitacién se centrifugaron y el
flujo se descart6 y las columnas se lavaron con 700 pl de amortiguador de lavado RWT
que contenia 2 volimenes de etanol. Las columnas se centrifugaron durante 15 s a
10.000 g, el flujo se descart6. Luego, las columnas se lavaron dos veces con 500 pl de
amortiguador RPE que contenia 4 volumenes de etanol como se describe en el
protocolo del kit. Las columnas se centrifugaron primero durante 15 s a 10.000 g para el
primer lavado, y luego durante 2,0 min a 10.000 g para el segundo lavado. Después del
segundo lavado, las columnas se centrifugaron una vez durante 1,0 min a 10.000 g para
secar las membranas. Luego, las columnas se transfirieron a un nuevo tubo de
recolecciéon de 1,5 mly se agregaron 30 ul de agua libre de RNasa directamente en el
centro de la membrana. Las membranas se incubaron durante 10 min a RT. Las
columnas se centrifugaron durante 1,0 min a 10.000 g para eluir el ARN. Las eluciones,
gue contenian el ARN, se recolectaron y se almacenaron en hielo hasta la concentracién
de ARN determinada mediante absorbancia de UV usando un espectrofotometro
NanoDrop (Thermo). Las muestras de ARN se almacenaron a -80 °C.

[0167] Sintesis de cADN mediante transcripcion inversa: 300 ng de ARN se diluyeron
hasta un volumen final de 10,8 pl usando agua libre de nucleasa (Invitrogen cat. N.°
10977-015) en una microplaca PCR-96-AB-C (Axygen cat. N.° 321-65-051). Se
agregaron 6,0 ul en cada cavidad de mezcla de reaccién 1 que contenia: 2,0 ul de 50
UM de cebadores aleatorios tipo decamer (Ambion cat. N.° AM5722G) y 4,0 pl de una
mezcla dNTP 1X (Invitrogen cat. N.° 10297-018). La placa se sell6 con sellador 6ptico
(Applied Biosystems cat. N.° 4360954) y se centrifugd durante 1,0 min a 1.000 x g a RT.
Luego, la placa se calenté durante 3,0 min a 70 °C usando un sistema de PCR de
ciclador térmico GeneAmp 9700 de 96 cavidades (Applied Biosystems). Luego, la placa
se enfri6 completamente en hielo. Luego, 3,25 pl de la mezcla de reaccién 2 (que
contenia 2 pl de amortiguador de cadena 10X, 1,0 ul de enzima transcriptasa inversa
MMLV-RT a 200 U/pl (Ambion cat. N.° 2044), y 0,25 pl de inhibidor de RNasa a 40 U/ul
(Ambion cat. N.° AM2682)) se agregaron en cada una de las cavidades. La placa se
sell6 con sellador Optico y se centrifugé durante 1,0 min a 1.000 x g a RT. Mediante el
uso de un ciclador térmico de 96 cavidades, la placa se calent6 a 42 °C durante 60 min,
y luego a 95 °C durante 10 min. Luego, las placas se enfriaron en hielo. Las placas de
cADN se almacenaron a -20 °C hasta que estuvieron listas para usarse para el andlisis
de PCR.
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[0168] qPCR para amplificacion y cuantificacién de la expresion de mARN de SNCA y
GAPDH: cADN se diluy6 5 veces en agua libre de nucleasa en una microplaca PCR-96-
AB-C. 16 pl de solucién Master Mix que consistia en: 10 ul de Gene Expression Master
Mix de Tagman 2X (Applied Biosystems cat. N.°© 4369016), 1.0 ul de conjunto cebador-
sonda de Tagman 20X (Applied Biosystems), y 5,0 ul de agua libre de nucleasa, se
agregd en cada cavidad de una placa de PCR optica de 384 cavidades (Applied
Biosystems cat. N.° 4483315). 4,0 ul del cADN diluido se agregaron en cada cavidad de
la placa de PCR Optica de 384 cavidades. La placa se sellé con sellador 6ptico y se
centrifugd durante 1,0 min a 1.000 x g a RT. Se llev6 a cabo una PCR en el sistema de
PCR en tiempo real Applied Biosystems 700 HT Fast usando los siguientes parametros
en modo estandar: 50 °C durante 2,0 min, 95 °C durante 10 min, y luego 40 ciclos de 95
°C durante 15 sy 60 °C durante 1,0 min.
[0169] Conjuntos de cebador-sonda de gRT-PCR: Los conjuntos de cebador-sonda de
Applied Biosystems (Thermo Fisher) incluian lo siguiente:
1) Alfa sinucleina humana (cat. N.° Hs01103383_m1) etiquetada con FAM
2) PROS1 humano (cat. N.° HS00165590_m1) etiquetado con FAM
3) Alfa sinucleina de Macaca Fascicularis (cat. N.°© Mf02793033_m1)
etiquetada con FAM
4) GAPDH de Macaca Fascicularis (cat. N.° Mf04392546_g1) etiquetada
con FAM
5) GAPDH de Macaca Fascicularis (cat. N.° Mf04392546 g1) limitada en
cebador etiquetada con VIC
6) Alfa sinucleina de rata (cat. N.° Rn01425141 m1) etiquetada con FAM
7 GAPDH de rata (cat. N.° Rn01775763-g1) etiquetada con FAM
8) GAPDH de rata (cat. N.° 4352338E) limitada en cebador etiquetada con
VIC
9) GAPDH de raton (cat. N.° Mm99999915-g1) etiquetada con FAM
10) GAPDH de ratén (cat. N.° 4352339E) limitada en cebador etiquetada con
VIC.

Ejemplo 8: Analisis de actividad y tolerabilidad in vivo de ASO-005459 en ratones
[0170] ASO-005459 es un ASO modificado por LNA especifico para SNCA humana.
Los resultados in vitro (descritos anteriormente) demuestran que ASO-005459 es
potente y selectivo para reducir el mARN de SNCA en neuronas primarias. Los

resultados in vitro también sugieren que ASO-005459 es bien tolerado.
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Ratones A53T-PAC

[0171] Para evaluar si estos resultados también aplican in vivo, se administraron 100 ug
de ASO-005459 a ratones A53T-PAC mediante inyeccién ICV, y se evalu6 tanto la
tolerabilidad como la inactivaciéon (KD) de mARN de SNCA en el hipocampo 3 dias
después de la inyeccién, como se describié en el Ejemplo 4 (mas arriba).

[0172] Como se muestra en las Tablas 6 y 7 (a continuacion), ASO-005459 se tolerd
bien con un puntaje de tolerabilidad media general de 1. Ademas, ASO-005459 redujo

significativamente los niveles de mARN de SNCA >90 % en el hipocampo 3 dias

después de la administracion. (Figura 4).

Tabla 6.
Puntaje % KD de Puntaje Tox en | Puntaje Tox en
Tox en 1D mARN en 3D 28D 28D
AS0O-005459 0,50 90,83 0,00
Tabla 7: Tolerabilidad de ASO-005459 en ratones A53T-PAC, estudio
de 3 dias
Coordinacion y Postura/ Temblor/ Puntaje
Animal N.° Hiperactividad  Vigilancia fuerza motoras  Respiracién  Convulsiones total
31 0 2 1 2 0 5
32 0 0 0 0 0 0
33 0 0 0 0 0 0
34 0 0 0 0 0 0
35 0 0 0 0 0 0
media 1,00
SEM 1,00

[0173] Para evaluar la actividad in vivo, a los ratones A53T-PAC se les administr6 ASO-
005459 en una concentracién de 3,13 ug, 12,5 ug, 25 pg o 50 ug mediante inyeccién
ICV. La tolerabilidad se evalud al medir los pesos corporales en los dias 7 y 14 después
de la administracion. La expresién de mARN de SNCA se evalu6 14 dias después de la
administracion, los animales se sacrificaron y se recolectaron sus tejidos. La inactivaciéon
de mARN de SNCA se midi6 en tres regiones del cerebro: hipocampo, tronco encefalico
y cuerpo estriado. El tronco encefalico y el cuerpo estriado son dos de las regiones mas
afectadas en el cerebro de los pacientes con MSA y PD. En otro estudio, a los ratones
C57BL/6 se les administré 100 pg de ASO-005459, y la tolerabilidad se evalué midiendo
el peso corporal de los animales en los dias 7, 14, 21 y 28 después de la administracion.
100 pg de ASO-005459 se administraron ICV en ratones C57BL/6 de tipo silvestre (WT),
y el peso corporal y la conducta se evaluaron durante 4 semanas. Dado que ASO-
005459 no actua sobre SNCA de raton, la reduccién en la expresion de mARN de SNCA
no se midio en estos animales.

[0174] Como se muestra en las Figuras 5A y 5B, no se observaron diferencias
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significativas en el peso corporal de los ratones (ratones A53T-PAC y ratones C57BL/6)
tratados con ASO-005459 (todas las concentraciones) y los tratados con el vehiculo de
control. Los animales (C57BL/6) no presentaron conductas andmalas durante el
experimento. Ver Tabla 8 (a continuacién). Dichos resultados demuestran que ASO-
005459 fue bien tolerado. Ademas, en los ratones tratados con ASO-005459, se observd
una reduccion significativa y dependiente de la dosis en la expresion de mARN de SNCA
para las tres regiones cerebrales evaluadas. Ver las Figuras 6A-6C. En el hipocampo,
la expresion de mARN de SNCA se redujo en 53 %, 73 %, 80 % y 96 % para 3,13, 12,5,
25 y 50 pug de ASO-005459, respectivamente. Se observaron inactivaciones
dependientes de la dosis similares en el tronco encefalico. En el cuerpo estriado, las
inactivaciones de mARN de SNCA fueron mas variables y menos robustas en
comparacion con las otras regiones (Figuras 6A-6C): se observaron 75 % y 46 % de
inactivacion para 50 pg y 25 ug de ASO-005459, respectivamente. No obstante, para
12,5 pg y 3,13 pug de ASO-005459, no se observd una reduccién significativa en la
expresion de mARN de SNCA. Las posibles explicaciones para la menor actividad
observada en el cuerpo estriado se basan en las diferencias en los niveles de ASO o la

cinética de la inactivacion de mARN de SNCA.

Tabla 8: Tolerabilidad de ASO-005459 en estudio de 28 dias
Coordinaci

Animal Punto ony fuerza  Postura/ Temblor/ Puntaje
N.° temporal (dias) Hiperactividad Vigilancia motoras Respiracion Convulsiones total
26 1 0 0 0 0 0 0
26 28 0 0 0 0 0 0
27 1 0 0 0 0 0 0
27 28 0 0 0 0 0 0
28 1 0 0 0 0 0 0
28 28 0 0 0 0 0 0
29 1 0 0 0 0 0 0
29 28 0 0 0 0 0 0
30 1 0 0 0 0 0 0
30 28 0 0 0 0 0 0

[0175] Los niveles de ASO-005459 se midieron en las tres regiones cerebrales de los
ratones A53T-PAC. Como se muestra en la Figura 7 y la Tabla 9 (a continuacion), la
exposicion en el cerebro fue aproximadamente proporcional a la dosis y similar en las
tres regiones, que incluyen el cuerpo estriado. Las relaciones exposicidén-respuesta a
ASO-005459 para las diferentes regiones cerebrales se muestran en las Figuras 8A-8D.
Se observaron relaciones exposicion-respuesta similares en el hipocampo y el tronco
encefalico con ICs, estimadas de 179 y 206 nM, respectivamente. En comparacion, las
relaciones exposicion-respuesta en el cuerpo estriado fueron relativamente

pronunciadas, lo que sugiere una cinética mas lenta en la reduccion de mARN de SNCA
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en esa regién. Ver la Figura 8C.

Tabla 9: Resumen de exposicion a ASO-005459 en el cerebro de un
estudio de A53T-PAC de 14 dias
Dosis (ug) Media (nM) SD Con respecto a hippo
Hipocampo 3,13 214 43
12,5 411 140
25 600 223
50 1916 807
Tronco encefélico 3,13 160 a7 0,7
12,5 266 47 0,6
25 440 102 0,7
50 707 202 0,4
Cuerpo estriado 3,13 212 38 1,0
12,5 438 103 1,1
25 586 109 1,0
50 1332 302 0,7

[0176] A fin de proporcionar datos de respuesta a la dosis/evolucién temporal mas
amplios, ASO-005459 se volvié a administrar (0, 12,5, 25 o 50 ug) directamente en los
ventriculos cerebrales de ratones A53T-PAC mediante inyeccion ICV a pulso. Los
animales se sacrificaron 24 horas, 3 dias, 4, 8, 12, 16 y 20 semanas después de la
administracion, y se evalud la expresion de mARN de SNCA en el tronco encefélico y el
cuerpo estriado.

[0177] Como se muestra en las Figuras 9A y 9B (y de acuerdo con los datos
proporcionados anteriormente), la administracion de ASO-005459 a los ratones A53T-
PAC produce una reduccion significativa del nivel de expresion de mARN de SNCA (con
respecto al control de vehiculo) en el tronco encefalico y el cuerpo estriado. La reduccion
parecia depender del tiempo y la dosis, una reduccion de picos (~90 %) se observo en
el tronco encefélico para 50 pg de ASO-005459 alrededor de 4 semanas después de la
administracion (Figura 9A). En el cuerpo estriado, una reduccién de picos (~55 %) se
observé para 50 ug de ASO-005459 alrededor de 3 dias después de la administracion
(Figura 9B). Los niveles de expresion de mARN de SNCA se mantuvieron
significativamente reducidos comparacién con el control de vehiculo 4 semanas
después de la administracién (Figuras 10A y 10B) y volvieron al control inicial alrededor
de 16 semanas después de la administracién (Figuras 9A y 9B).

[0178] Como se muestra en las Figuras 11A y 11B, la administracion de ASO-005459 a
los animales también produjo una reduccién dependiente del tiempo y de la dosis en el
nivel de proteina SNCA en el tejido cerebral del tronco encefalico y el cuerpo estriado.
Una reduccion de picos (~75 %) se observo en el tronco encefalico para una dosis de

50 pg 8 semanas después de la administracion (Figura 11A). En el tejido cerebral del
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cuerpo estriado, una reduccién de picos (~75 %) también se observo para dosis de 50
Ug pero a las 4 semanas después de la administracién (Figura 11B). Los niveles de
expresion de los ratones individuales para 8 semanas después de la administracién se
proporcionan en las Figuras 12A (tronco encefélico) y 12B (cuerpo estriado). Mientras
que el nivel de proteina SNCA volvié a acercarse al inicio alrededor de 12 semanas
después de la administracion en el cuerpo estriado, el nivel de expresién alin se mantuvo
significativamente reducido (~25 %) en el tronco encefalico hasta 16 semanas después

de la administracion.

Ejemplo 9: Andlisis de actividad y tolerabilidad in vivo de oligonucledétidos antisentido
(ASO) que actuan sobre SNCA en Macaca fascicularis

[0179] Asimismo, para evaluar la actividad y tolerabilidad de ASO in vivo, se desarroll6
un modelo de Macaca fascicularis con puerto intratecal (Macaca fascicularis IT). Este
modelo permitid la evaluacion de la inactivacion de SNCA mediada por ASO-005459 asi
como de la inactivacion de las potenciales dianas inespecificas con errores de
apareamiento en el par de bases 1, PROS1 e IKZF3. Los sitios diana de ASO-005459
en SNCA, PROSL1 e IKZF3, se conservan por completo en seres humanos y Macaca
fascicularis.

[0180] Como se describio anteriormente para el Ejemplo 6, a cada animal se le implantd
un catéter para liquido cefalorraquideo (CSF) por via intratecal que ingres6 en las
vértebras L3 o L4. ASO-005459 se disolvié en solucion salina y se administré a los
animales (8 mg / animal), se infundié 4.5 min usando el puero IT (2 animals por grupo
de dosis). Luego, los animales se sometieron a eutanasia 24 h y 3 dias después de la
administracion, y los tejidos se recolectaron para el analisis de la exposicién a y actividad
de ASO. Las regiones del cerebro analizadas incluyeron bulbo raquideo (Med),
protuberancia (V-Pons), cerebro medio (V-MB), cerebelo (CBL), nicleo caudado y
putamen (izquierdo y derecho) (CauP), hipocampo (izquierdo y derecho) (Hip), corteza
frontal (izquierda y derecha) (FrC), corteza temporal (izquierda y derecha) (TeC), corteza
parietal (izquierda y derecha) (PaC), corteza occipital (izquierda y derecha) (Occ) y
materia blanca cortical (WM). Ademas, se obtuvieron muestras de médula espinal en
las regiones cervical (CSC), toracica (TSC) y lumbar (LSC). También se recolectaron
muestras del higado, rifién, corazén, nucleos trigéminos, nervio tibial y aorta para
evaluar la farmacologia inespecifica en esas areas.

[0181] Como en el caso de los ratones, ASO-005459 fue bien tolerado en Macaca

fascicularis, sin que se observaran efectos adversos (datos no mostrados). Y como se
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muestra en la Tabla 10 a continuacién, la administracién de ASO-005459 presentd
inactivacion robusta de mARN de SNCA en distintas regiones en el cerebro de Macaca
fascicularis.

Tabla 10: Efecto de ASO-005459 sobre los niveles de mARN de SNCA cerebral en

el cerebro de Macaca fascicularis

ASO N.° | Dosis | Punto |Med |CBL | FrC | PaC | CauP | TeC | Occ | Hip | V- V- |CSC|TSC|LSC|wWM
(mg) |temporal MB | Pons
(semanas)
ASO- 8 24 horas | 174 | 140 | 146 149 137 73
005459 8 24 horas | 129 | 108 | 138 133 145 90
8 3 dias 162 | 69 | 69 112 62 19
8 3 dias 127 | 67 | 72 114 87 31
2 2 133 | 140 | 109 161 104 21
2 2 117 | 127 | 100 126 180 111
4 2 62 | 86 | 22 116 49 4
4 2 81 | 72 | 50 145 97 13
8 2 31 | 97 7 124 66 14
8 2 30 | 38 | 15 | 26 75 12 | 29 | 29 | 86 29 13 6 2 79
8 4 26 | 50 4 12 53 3 131 9 | 24 21 4 6 4 87
8 4 38 | 61 9 120 30 10
8 8 121 | 85 | 40 98 78 5
8 8 93 | 52 | 14 61 36 11
8 13 30 | 63 8 81 27 1
8 13 25 | 28 8 49 22 1
8 20 40 | 38 | 35 76 63 9
8 20 22 | 52 | 35 76 26 11

[0182] A fin de caracterizar adicionalmente la reduccion de mARN de SNCA descrita
anteriormente, a los Macaca fascicularis se les administré ASO-005459 (8 mg en total
por animal) y se sacrificaron 24 horas, 3 dias, 2, 4, 8, 13 0 20 semanas después de la
administracion, para evaluar el nivel de expresion de mARN de SNCA en los diferentes
tejidos. Como se muestra en la Figura 13A, se observo una reduccion en los picos entre
las semanas 2 y 13 después de la administracion. Se observaron reducciones de picos
de 70 %, 65 %, 75 %, 35 %, 94 % y 99 % en el bulbo raquideo, cerebelo, protuberancia,
ndcleo caudado y putamen, corteza frontal y médula espinal lumbar, respectivamente.
Esta reduccion del nivel de expresién de mARN de SNCA también se correlaciona con
una reduccion dependiente del tiempo en el nivel de expresion de proteina SNCA
(Figura 13B).

[0183] Luego, para evaluar si la reduccion en el nivel de expresion en Macaca
fascicularis también dependia de la dosis, los animales recibieron 2, 4 u 8 mg de ASO-
005459, y se sacrificaron 2 semanas después de la administracion. Como se muestra
en las Figuras 14A y 14B, la reduccion en los niveles de expresion de mARN de SNCA
y de proteina SNCA también dependia de la dosis, en donde la mayor reduccion se
observo para 8 mg de ASO-005459.

[0184] Los resultados que se presentan en la presente demuestran que ASO-005459

es potente y selectivo para reducir mARN de SNCA, y que ASO-005459 es bien tolerado
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en las neuronas y en especies preclinicas in vivo. Ademas, los resultados de las
neuronas A53T-PAC confirman que las reducciones de mARN mediadas por ASO-
005459 producen reducciones de los niveles de proteina SNCA in vitro e in vivo.
Ademas, los resultados en ratones A53T-PAC y en Macaca fascicularis demuestran que
AS0-005459 reduce el mMARN de SNCA y la proteina SNCA en el cerebro en dosis que
son bien toleradas. En conjunto, estos resultados respaldan el desarrollo continuo de
AS0O-005459 como un agente terapéutico que modifica la enfermedad para el
tratamiento de sinucleinopatias.

[0185] La presente solicitud PCT reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud
provisional estadounidense N.° 62/616.937, presentada el 12 de enero de 2018, que se

incorpora en la presente por referencia en su totalidad.
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10.

REIVINDICACIONES
Un oligonucleétido antisentido (ASO) que comprende, consiste esencialmente
en, o consiste en la secuencia de nucleétidos contiguos de AtTcctttacaccACAC
(SEQ ID NO: 4), en donde la letra mayuscula es beta-D-oxi-LNA vy la letra
mindscula es ADN.
El ASO de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde un enlace internucle6tido
seleccionado del grupo que consiste en un enlace de fosfodiéster, un enlace de
fosfotriéster, un enlace de metilfosfonato, un enlace de fosforamidato, un enlace
de fosforotioato y combinaciones de estos.
El ASO de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en donde el enlace internucleétido es
un enlace de fosforotioato.
El ASO de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la secuencia de nucledétidos
contiguos es OxyAs DNAts OxyTs DNAcs DNAcs DNAts DNAts DNAts DNAas
DNAcs DNAas DNAcs DNAcs OxyAs OxyMCs OxyAs OxyMC, en donde OxyA,
OxyT y Oxy MC son adenina beta D-oxi-LNA, timina beta D-oxi-LNA y metil
citosina beta D-oxi-LNA, respectivamente, en donde DNAt, DNAc y DNAa son
timina ADN, citosina DNA y adenina DNA, respectivamente, y en donde s es un
enlace de fosforotioato entre dos nucledtidos.
El ASO de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende
una férmula molecular de Ci71H,14N56090P16S16 ¥ Una estructura como se
muestra en la Figura 1B, en donde M* es un contraién.
El ASO de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el contraidn se selecciona
del grupo que consiste en H*, Na*, NH4* y cualquier combinacién de estos.
El ASO de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el contraion es Na*.
Un conjugado que comprende el ASO de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, en donde el ASO se une de manera covalente a al menos
una porcién no nucleétido o no polinucledétido.
El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde la porcién no
nucleétido o no polinucle6tido comprende una proteina, una cadena de acidos
grasos, un residuo de azucar, una glucoproteina, un polimero o cualquier
combinacion de estos.
Una composicién farmacéutica que comprende el ASO de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o el conjugado de acuerdo con las
reivindicaciones 8 o 9, y un portador aceptable desde el punto de vista

farmacéutico.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

La composicién de acuerdo con la reivindicacion 10, que también comprende un
agente terapéutico.

La composicion de acuerdo con la reivindicacién 11, en donde el agente
terapéutico es un antagonista de alfa-sinucleina.

Un kit que comprende el ASO de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1l a7, oel conjugado de acuerdo con las reivindicaciones 8 0 9, o la composicién
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, y las instrucciones
para su uso.

Un kit de diagnéstico que comprende el ASO de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, el conjugado de acuerdo con las reivindicaciones 8 0 9, o
la composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, y las
instrucciones para su uso.

Un método para inhibir o reducir la expresion de la proteina SNCA en una célula,
en donde el método comprende administrar el ASO de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7, el conjugado de acuerdo con las reivindicaciones
8 0 9 o0 la composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a
12 a la célula que expresa la proteina SNCA, en donde la expresion de la
proteina SNCA en la célula se inhibe o se reduce después de la administracion.
El método de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde el ASO inhibe o reduce
la expresion de mMARN de SNCA en la célula después de la administracion.

El método de acuerdo con las reivindicaciones 15 o 16, en donde la expresion
de mARN de SNCA se reduce en al menos alrededor de 20 %, al menos
alrededor de 30 %, al menos alrededor de 40 %, al menos alrededor de 50 %, al
menos alrededor de 60 %, al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de
80 %, al menos alrededor de 90 % o alrededor de 100 % después de la
administracion en comparacién con una célula no expuesta al ASO.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en donde
el ASO reduce la expresion de la proteina SNCA en la célula después de la
administraciéon en al menos alrededor de 60 %, al menos alrededor de 70 %, al
menos alrededor de 80 % o al menos alrededor de 90 % en comparacion con
una célula no expuesta al ASO.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, en donde
la célula es una neurona.

Un método para tratar una sinucleinopatia en un sujeto que lo necesita, que

comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz del ASO de acuerdo con
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21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el conjugado de acuerdo con las
reivindicaciones 8 0 9, o la composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 12.

El uso del ASO de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el
conjugado de acuerdo con la reivindicacion 8 0 9, o la composicién de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 para la fabricacién de un
medicamento.

El uso del ASO de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el
conjugado de acuerdo con la reivindicacion 8 0 9, o la composicién de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de una sinucleinopatia en un sujeto que lo
necesita.

El ASO de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el conjugado de
acuerdo con las reivindicaciones 8 0 9 o la composicibn de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 para usar en un tratamiento.

El ASO de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el conjugado de
acuerdo con la reivindicacion 8 0 9, o la composicion de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 10 a 12 para usar en el tratamiento de una sinucleinopatia
en un sujeto que lo necesita.

El método de acuerdo con la reivindicacion 20, el uso de acuerdo con la
reivindicacion 21 o 22 o el ASO para usar de acuerdo con la reivindicacion 23 o
24, en donde la sinucleinopatia se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de Parkinson, demencia asociada a la enfermedad de Parkinson
(PDD), atrofia multisistémica, demencia con cuerpos de Lewy, y combinaciones
de estos.

El método de acuerdo con la reivindicacion 20 o 25, el uso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 21, 22 y 25 o el ASO para usar de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, en donde el sujeto es un ser
humano.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 20, 25y 26, el uso
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21, 22, 25y 26, o el ASO para
usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26, en donde el
ASO, el conjugado o la composicion se administran por via oral, parenteral,

intratecal, intracerebroventricular, pulmonar, tépica o intraventricular.
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RESUMEN
La presente divulgacion se refiere a oligonucledétidos antisentido, que actlan
sobre mARN de SNCA (por ejemplo, en una union intrén-exén) en una célula, que tiene
como resultado una expresion reducida de la proteina SNCA. La reduccién de la
expresion de la proteina SCNA es beneficiosa para el tratamiento de determinados

trastornos médicos, por ejemplo, un trastorno neurolégico.
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