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DESCRIPCION
Oligonucledtido y composiciones que comprenden los mismos para tratar la neoplasia de células B
CAMPO TECNICO

La presente descripcion pro porciona nu eve oligonuc leétidos con las s ecuencias como se muestra ensec.connum.d e
ident.:1 a 9, o sus homologos funcionales, una composicion que comprende los mismos y un método para tratar la neoplasia
de células B p or medio del uso de oligon ucleétidos para inducir apoptosis en células neoplasicas de células B, regular
positivamente el CD40 en células neoplasicas de células B y estimular células neoplésicas de células B para producir IL-10.
Los oligonucleétidos o sus homdlogos funcionales pueden usarse individualmente o juntos, o usarse en combina cién con
quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos y radiacion para tratar la neoplasia de células B.

ANTECEDENTES

Basado en el sistema de clasificacion WHO (A merican J ournal of Surgical Pat hology, 1997, 21(1): 1 14-121), las
malignidades linfoides se a grupan en tres clases fundamentales: neoplasia de c élulas B, neoplasia d e células T l/células
asesinas naturales (NK) y linfomas de Hodgkin.

La neoplasia de células B se divide mas aun en dos grupos: neoplasia de células B precursoras y neoplasia de células B
periféricas. L a ne oplasia de cé lulas B pre cursoras inc luye la leu cemia linfo blastica aguda de pr ecursores B (leucemia
linfoblastica a guda de ¢ élulas B, B-AL L) /linfoma linfo blastico (LB L). La ne oplasia d e c élulas B pe riféricas incluye la
leucemia linfocitica cré nica de célu las B (B-CL L), lin foma de linfocitos peq uefos, le ucemia pro linfocitica de células B,
linfoma linfo plasmacitico/inmunocitoma, linfoma de células del manto, linfoma folicular, linfoma folicular cutédneo, linfoma de
células B de zon a marginal extranodal d e tip o MA LT, linfoma de células B de zona marginal nod al (+/c élulas B
monocitoides), linfoma de zona marginal esplénico (+/- linfocitos velludos), leucemia de células peludas, mieloma de células
plasmacitomalplasma, linfoma de células B grandes difuso, linfoma de células B grandes del mediastino (timico), linfoma de
células B grandes intravascular, linfoma primario de cavidades y linfoma de Burkitt.

La leucemia linfocitica crénica de células B (B-CLL) y la leucemia linfoblastica/linfocitica aguda de células B (B-ALL) son dos
tipos de leucemia de células B. Las células B-CLL expresan CD19, CD5 y CD23 (Nicholas Chiorazzi, M.D., y otros N Engl J
Med 2005;352:804-15). Las células B-ALL expresan los marcadores CD19 y CD10.

El linfoma de linfocitos pequefios es u na neoplasia de cé lulas B. Las células de linfo ma de linfo citos pequefios expresan
CD19, CD5 y CD23 (Catherine Thieblemont, y otros Blood. 2004;103:2727-2737).

En dependencia de la neoplasia de células B diagnosticada, las opciones de tra tamiento actuales s on la quimioterapia, la
radioterapia y la inmunoterapia.

ElI CD 40, expresado en la superficie de los lin focitos By células dendriticas normales, es un m iembro d e la fa milia d el
receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) . EI C D40L (CD154), expresado en los linfocitos T, es un miemb ro de la
familia del factor de necrosis tumoral (Castle BE, y otros. J Immunol 1993; 151: 1777-1788). La interaccion de CD40L y
CD40 promueve la proliferacion, diferenciacion y presentacion de antigenos de los linfocitos B, las células dendriticas y los
monocitos (R anheim EA, y otros. J E xp Med 1993; 1 77: 925- 935; Yellin MJ, y otros. J Immun ol 19 94; 1 53: 666-674;
Banchereau J, y otros. Annu Rev Immunol 1994; 12: 8 81-922; M.von Bergwelt-Baildon MS, y otros. Blood 2002; 99: 3319-
3325).

El CD40 ademas se e xpresa en las célu las neoplasicas de células B . Se de mostrd que mejorar la e xpresiéon de CD4 0
promueve la a poptosis de células neoplasicas de c élulas B (Peter Chu, y otros. PNA S, Marzo 19, 2002, vol. 99, nim: 6
3854-3859; Frank Dicker, y otros. BLOOD, 15 Abril 2005 volumen 105, Numero 8: 3193-3198).

Experimentos tanto in vitro como in vivo indicaron que la estimulacién y regulacion positiva de CD40 indujo la inhibicion del
crecimiento de las células neoplasicas de células B (Funakoshi y otros., Blood 83: 2787-2794,1994; Murphy y otros., Blood
86: 1946-1953 ,1995; Eliopoulos, A. G., y otros. 1996. Oncogene 13:2243; Hirano, A., y otros 1999. Blood 93:2999; Tong, A.
W., My otros 2001.Clin. Cancer Res. 7:691).

Se informé que promover la expresion de CD40 en células neoplasicas de células B mejoré la antigenicidad de las células
neoplasicas de células B y consecuentemente estimuld la generacién de linfocitos T citotéxicos (CTL) especificos por estas
células. Los C TL pueden matar eficientemente células neoplasicas de células B (Dilloo D, y otros. Blood. 1997;90:1927-
1933; Kato K, y otros J Clin Invest. 1998;101:1133-1141; Wierda WG, y otros Blood. 2000;96:2917-2924 ; Takahashi S, y
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otros Hum Gene Ther. 2001;12:659-670; Takahashi S, y otros Cancer Gene Ther.2001;8:378-387). En presencia de CD40L,
los linfocitos T CD4 citotoxicos pueden matar las células de leucemia linfocitica crénica de células B células que expresan
CDA40 (Frank Dicker, y otros. Blood, 15 Abril 2005 Vol. 105, Nim. 8: 3193-3198). La interaccion de CD40L y CD40 en las
células de linfoma de Burkett puede promover que las células presenten antigenos tumorales a CTLs especificos (Khanna,
R. y otros. 1997. J. Immunol. 159:5782). Experimentos in vivo y ensayos clinicos ademas demostraron que la activaciéon de
CD40 puede mejorar la inmunogenicidad de la leucemia linfocitica crénica de células B (B-CLL) y consecuentemente inducir
la generacion de CTLs especificos por estas células (Kato, K., y otros. 1998.J. Clin. Invest. 101:1133; Wierda, W. G., y otros
2000. Blood 96: 2917).

En conjunto, estos datos indican que aumentar la expresion de CD40 en células neoplasicas de células B puede estimular la
inmunidad anti-tumoral contra la neoplasia de células B. La inmunidad anti-tumoral incluye pero no se limita a lo siguiente:

1. promover la apoptosis de células neoplasicas de células B;

2. inhibir el crecimiento de células neoplasicas de células B;

3. mejorar la inmunogenicidad de células neoplasicas de células B y por lo tanto estimular la generacion de CTLs
especificas por las células.

La interleucina-10 (IL-10) es una citocina homodimérica producida por ciertas células T, monocitos, macréfagos y algunas
de las células neoplasicas desarrolladas a partir de células B, células T o células NK (Kitabayashi y otros, 1995; Masood y
otros, 1995; Sjoberg y otros, 1996; Beatty y otros, 1997; Boulland y otros, 1998; Jones y otros, 1999). La actividad de la IL-
10 esta me diada p or su rec eptor de s uperficie ce lular e specifico expresado e n las células presentadoras de antigeno,
células linfocitos B y células de leucemia linfocitica crénica (B-CLL). Se encontré que la adicién de IL-10 exdgena inhibid la
proliferacion de células B-CLL aisladas frescas a partir de pacientes (Jesper Jurlander, Chun-Fai Lai, Jimmy Tan, y otros.
Characterization of interleukin-10 receptor expression on B-cell chronic lymphocytic leukemia cells. Blood, Vol. 89, Num. 11
(Junio 1), 1997: pags. 4146-4152). Ademas se reportd que la IL-10 inhibié la proliferacién de células B-CLL y mejoro la
apoptosis de células B-C LL (Anne -Catherine F luckiger, Isab elle Duran d, y Jacques Banchereau. Interle ukin 1 0 Ind uces
Apoptotic C ell Death of B-Chro nic L ymphocytic Leukemia cé lulas. J. Exp. Med. Volumen 179 Enero 1994 91-99).L a
estimulacion de las propiedades anticancer de la IL-10 s e discutié en u na revision a partirde la cual s e especula que la
sobre-expresion de la IL -10 den tro d el microambiente tu moral puede cata lizar el re chazo inmun e al ca ncer ( Simone
Mocellin, F rancesco M. Ma rincola y Howard A. Young. In terleukin-10 an d the immune respons e against ca ncer: a
counterpoint. Journal of Leukocyte Biology. 2005; 78:1043-1051).

RESUMEN DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencién proporciona un oligonucleétido que tiene la secuencia de sec. con num. de ident.: 1 para usar en
el tratamiento de la neoplasia de células B en un sujeto mamifero.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un oligonucleétido que tiene la secuencia de sec. num.: 1 para usar en el
tratamiento de la neoplasia de células B, que estd comprendido dentro de una composicion farmacéutica.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para inducir apoptosis de células neoplasicas de células B in
vitro, que comprende poner en contacto dichas células neoplasicas de células B con una composicion que comprende un
oligonucledtido que tiene la secuencia de sec. con num. de ident.: 1.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para mejorar la expresion de CD40 en células neoplasicas de
células B, que compre nde poner e n co ntacto dichas células n eoplasicas de célula s B in vitro con un a composiciéon que
comprende un oligonucledétido que tiene la secuencia de sec. con num. de ident.:1.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para inducir células neoplasicas de células B para producir IL-
10, que comprende poner en contacto dichas células neoplasicas de células B in vitro con una composiciéon que comprende
un oligonucleétido que tiene la secuencia de sec. con nim. de ident.:1.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una composicidon farmacéutica para usar en el tratamiento de la neoplasia
de células B que comprende: (1) un oligonucleétido que tiene la secuencia de sec. con num. de ident.:1 y (2) un agente anti-
neoplasia de células B.

En un aspecto adicional, la invencion se relaciona con el uso de un oligonucleétido que tiene la secuencia de sec. con num.
de ident.: 1 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la neoplasia de células B.

La pre sente d escripcion pro porciona n ueve o ligonucleétidos de signados ademas como Oligo1, Oligo3, Olig 04, Oligo5,
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Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10 con las secuencias que se muestran en las sec. con nims. de ident. 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 respectivamente y sus homologos funcionales. Los oligonucleétidos o sus homadlogos funcionales pueden tener una
modificacién en e | esque leto fosfato qu e e s u na maodificacién fosforo tioato o fosforoditioato parcial o c ompleta. Los
oligonucleétidos o sus homologos funcionales pueden tener modificaciones quimicas o tener sustituciones con bases raras.
Los oligonucledtidos o sus h omdlogos fu ncionales pueden ser partes funcionales de cualq uier otro fragmento de ADN o
clonarse en un plasmido, vector bacteriano, vector viral o vacuna de ADN respectivamente. L os oligonucleétidos con las
secuencias de la sec. con num. de ident.:1-9 se pueden modificar por la adicién de una o mas bases (preferentemente 1 a
10 bases) a cada uno de sus extremos o por el cambio de una o mas bases en ellos. Aquellos con experiencia en la técnica
pueden determinar usar los oligonucleétidos con las secuencias de sec. con num. de ident.:1-9 o sus homdlogos funcionales
individualmente o juntos, o usar fragmentos de ADN que comprenden los oligonucleétidos con las secu encias (sec. con
num. de ident.:1-9) respectivamente para alcanzar el objetivo de la presente descripcién basados en el buen conocimiento
de la técnica y las ensefianzas de la presente descripcion.

Se describe ademas un método para el tratamiento de la neoplasia de células B por medio del uso de los oligonucleétidos o
sus homodlogos funcionales de la presente descripcion individualmente o juntos o por medio del uso de la composiciéon que
comprende los mismos en un sujeto. El sujeto es un humano o animal. La neoplasia de células B incluye pero no se limita a
leucemia de células B, linfoma de células B y mieloma.

Se describe ademas un método para el tratamiento de la neoplasia de células B por medio del uso de los oligonucledtidos o
sus homadlogos funcionales de la presente descripcion individualmente o juntos o por medio del uso de la composicién que
comprende los mismos por la induccion de la apoptosis de células neoplasicas de células B.

Se describe ademas un método para el tratamiento de la neoplasia de células B por medio del uso de los oligonucleétidos o
sus homologos funcionales de la presente descripcion individualmente o juntos o por medio del uso de la composiciéon que
comprende los mismos por la regulacion positiva de CD40 en las células neoplésicas de células B.

Se describe ademas un método para el tratamiento de la neoplasia de células B por medio del uso de los oligonucleétidos o
sus homadlogos funcionales de la presente descripcion individualmente o juntos o por medio del uso de la composiciéon que
comprende los mismos por la estimulacién de las células neoplésicas de células B para producir IL-10.

La presente descripcién ademas proporciona una composicion que comprende cantidades terapéuticamente eficaces de los
oligonucleétidos os us h omélogos fu ncionales d e la presente desc ripcién s olos o0 e n/con unoomasp ortadores
farmacéuticamente aceptables. La composicion se administra a través de administracion enteral, parenteral y tépica o p or
inhalacion.

Se describe ademas un método para el tratamiento de la neoplasia de células B, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de los oligonucleétidos o sus homologos funcionales de la presente descripcién individualmente o
juntos o una composicion que comprende los mismos o con al menos uno de los agentes anti-neoplasia de células B que
incluye quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos y los agentes usados en radioterapia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura-1. E fectod e los o ligonucleétidos en laregu lacion positi vad e CD40en la s células B-CLL
Las células B-CLL se inc ubaron con o sin los olig onucleétidos por 7 dias y después se tifieron con an ticuerpo FITC-
CD40 para el analisis de la expresion de CD40 por medio del uso de citometria de flujo. El niv el de expresién se indico
con el numero de MFI.

Figura-2. Efecto de los oligonucleétidos sobre la regulacion positiva de CD40 en células de linfoma de linfocitos
pequeios

Las células de linfoma de linfocitos pe quefios se incubaron con o s in los oligonucledtidos. En el dia 7, las células se
tifieron con anticuerpo FITC-CD40 para el analisis de la expresion de CD40 por medio del uso de citometria de flujo. El
nivel de expresién se indicé con el numero de MFI.

Figura 3. Efecto delo s oligonucleétidos sobr elap roliferaciond e PBMC humano sn ormales
Los PBMCs humanos normales se cultivaron con o sin los oligonucledtidos y después se incorporaron con [3H] timidina
para determinar la proliferacién de las células. La proliferacién de las células se expresé como cpm.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones
En la presente invencion los siguientes términos tendran los siguientes significados:
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Un "o ligonucleétido" significa multiple s nucledtidos (e s d ecir mo léculas que ¢ omprenden un a zucar (p or eje mplo
desoxirribosa) enlazada a un grupo fosfato y a una base organica intercambiable). Existen cuatro bases organicas citosina
(C), timina (T), adenina (A) y guanina (G). El oligonucleétido se puede sintetizar mediante un sintetizador de oligonucleétidos
automatico disponible en el mercado o prepararse a partir de secuencias de acidos nucleicos existentes por medio del uso
de técnicas conocidas.

Una "modificacion del es queleto” de oligo nucleétido sig nificara qu e un olig onucleétido puede tener un e squeleto fosfato
modificado por fosforotioato (es decir al menos uno de lo s oxigenos del fosfato se remplaza por sulfuro) u otro esqueleto
modificado.

Una "modificacién quimica" de oligonucleétido significara la modificaciéon por el uso de grupos activos del nucleétid o o la
creacion d e analog os de n ucleétidos. Las mod ificaciones pu eden ocurrir ya s ea d urante o desp ués de la sintesis de |
oligonucleodtido. Dura nte la si ntesis, las bases mo dificadas (que incluyen pero no se limitan a andlogos de timidina) se
pueden incorporar internamente o en el extremo 5'. Después de la sintesis, la modificaciéon se puede llevar a cabo por medio
del uso de grupos activos (via un modificador amino, via los grupos hidroxilo 3' o 5', o via el grupo fosfato).

Una "neoplasia de células B" significara una enfermedad que se desarrolla a partir de la proliferacién anormal de células del
linaje de linfocitos B. Las neoplasias de células B s e pueden agrupar en le ucemia de células B, linfomad e célulasB y
mieloma (plasmacitoma/mieloma de células plasmaticas). La leucemia de células B incluye la leucemia linfocitica crénica de
células B (B-CLL), leucemia linfoblastica aguda B precursora (leucemia linfocitica aguda de células B, B-ALL), leucemia
prolinfocitica de células B y leucemia de células peludas. El linfoma de células B incluye el linfoma de linfocitos pequefios,
linfoma linfo plasmacitico/inmunocitoma, linfoma de células del manto, linfoma folicular, linfoma folicular cutédneo, linfoma de
células B de zon a marginal extranodal d e tip o MA LT, linfoma de células B de zona marginal nod al (+/c élulas B
monocitoides), linfoma de zona marginal esplénico (+/- linfocitos velludos), linfoma de c élulas B grandes difuso, linfoma de
células B grandes del m ediastino (timico), linfoma d e células B gra ndes intra vascular, linfoma primario de cavidades y
linfoma de Burkitt.

Un "sujeto" significara un mamifero que incluye pero no se limita a humano, mono, perro, gato, caballo, vaca, cerdo, chivo,
oveja, ratén y rata. El oligonucledtido de la presente invencion se puede administrar a un sujeto con neoplasia de células B.

Un "agente anti-neoplasia de células B" significara un agente que se usa para tratar la neoplasia de células B en un s ujeto.
El agente incluye el oligonucleétido de la presente invencién, quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos y los agentes usados
en radioterapia. El olig onucleétido d e la p resente inv encién de puede administrar antes de, j unto con o de spués de la

administracion de uno o mas agentes anti-neoplasia de células B para lograr un efecto sinérgico para tratar una neoplasia
de células B.

Los "q uimioterapéuticos" significaran lo s quimioterapéuticos que tratan la neoplasia d e células B en combin acién con e |
oligonucledtido de la pres ente in vencién. El o ligonucleétido d e la p resente invencion se pu ede usarcon unoo mas
quimioterapéuticos en el tratamiento de la neoplasia de células B. Los quimiotera péuticos incluyen, pero no se limitan a
agentes alquilantes tales ¢ omo ciclofosfamida o clora mbucil, vinca alcaloid es (por eje mplo, vincristina y vinblastina),
procarbazina, metotrexato, pred nisona, antraciclina, L-aspa raginasa, ana logos de p urina (p or e jemplo, flu darabina
monofosfato, 2-clorodeoxiadenosinay pento statina), citosina, arabindsid o, cis platino, eto pésido e ifosfamida. E |
oligonucledtido de la pre sente in vencion s e pude usar con unaom as combina ciones d e quimioterapéuticos en la
quimioterapia. Las combinaciones incluyen, pero no se limitan a CVP (ciclofosfamida, vincristina y prednisona), CHOP (CVP
y doxorrubicina), C-MOPP (ciclofosfamida, vincristina, prednisona y procarbazina), CAP-BOP (CHOP mas procarbazina y
bleomicina), m-BACOD (C HOP mas met otrexato, bleomicina y leu covorina), ProMACE-MOPP (prednisona, meto trexato,
doxorrubicina, ciclof osfamida, eto pésido yleuco vorina mas e standar MOPP), ProMACE-CytaBOM (pre dnisona,
doxorrubicina, ciclofosfamid a, eto podsido, cita rabina, b leomicina, vin cristina, m etotrexatoy leu covorina), MA COP-B
(metotrexato, do xorrubicina, ciclofo sfamida, vincristina, dosis fijas de pre dnisona, ble omicinay leucovorina), IMVP -16
(ifosfamida, metotrexato y etopédsido), MIME (metil-gag, if osfamida, metotrexato y etopdsido), DHAP (de xametasona, alta
dosis de citarabina y cisplatino), ESHAP (etopédsido, metilpredisolona, HD citar abina, cisplatino), CEP P(B) (ciclofosfamida,
etopdsido, procarbazina, prednisona y bleomicina), CAMP (lomustina, mitoxantrona, citarabina y prednisona), CHOP mas
bleomicina, metotrex ato, procarb azina, mo staza de nitrégeno, arab inésido d e citosin a y etopésid 0. MOPP (mecleta mina
(mostaza d e nitrdg eno), vincristina (Onc ovin), p rocarbazina y prednisona), ABVD (por ejemplo, adriamicina, bleo micina,
vinblastina y d acarbazina), ChIVPP (clorambucil, vinblastina, procarbazina y prednisona), CABS (lomustina, doxorrubicina,
bleomicina y s treptozotocina), MOPP m as ABVD, MO PP mas ABV (do xorrubicina, b leomicina y vi nblastina) o B CVPP
(carmustina, ciclofosfamida, vinblastina, procarbazina y prednisona) y CAP (ciclofosfamida, doxorrubicina y prednisona).

Los "inmunote rapéuticos" significaran los in munoterapéuticos que tratan la neoplasia de células B en co mbinacién con el
oligonucledtido de la pres ente in vencion. El oligon ucleétido d e la p resente invencion se pu ede usarcon unoo mas

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2442 462 T3

inmunoterapéuticos en el tratamie nto de la neoplas ia de células B. Los inmunoterapéuticos incluyen, pero n o se limitan a
anticuerpos anti-CD20. El a nticuerpo CD20 incluye inmunoglobulinas y sus fragmentos que son especificamente reactivos
con una prote ina CD 20 en la superficie celular de células neoplasicas de células B. Los anticuerpos CD20 pueden ser
anticuerpos policlonales y monoclonales, a nticuerpos quimé ricos, a nticuerpos bi-especificos y a nticuerpos humaniza dos.
Una "CD20" e s una proteina de memb rana de cé lulas B (Tedder y otros, Immuno logy Today 15: 450-454 (1994))y se
expresa en la célula B normal y neoplasica (John C. Byrd,y otros J Clin Oncol 2001; 19: 2165-2170; Huhn D, y otros, Blood
2001, 98: 1326-1331).

Un " portador farmacéuticamente aceptable" d enota uno o ma s relle nos s olidos o liquidos, dilu yentes o  sustancias
encapsulantes que s on adecuadas para a dministrar el oligo nucleétido de la presente invenciéon a un sujeto. E| portador
puede ser organico, natural o sintético. El portador incluye cualquiera y todas las soluciones, diluyentes, solventes, medios
de dispersion, liposomas, emulsiones, recubrimientos, agentes anti-bacterianos y anti-fungicos, isotonicos y agentes que
retardan la absorcion, y cualquier otro portador adecuado para administrar el oligonucledtido de la presente invencion y su
uso es bien conocido en la técnica.

La "c antidad t erapéuticamente eficaz " d el oligonucleétido de la presen te inve ncién se re ferira a una dosis us ada para
alcanzar un resultado deseado de tratamiento de la neoplasia de células B en un sujeto. La dosis se puede determinar por
técnicas estandar bien conocidas para aquellos con experiencia en la técnica y pueden varias en de pendencia de factores
que incluyen, pero no se limitan al tamafio o/y salud general del sujeto o la severidad de la enfermedad. La introduccion del
oligonucleétido de la invencion se puede lle var a cabo como un Unico tratamiento o sobre una serie de tratamientos. Las
dosis del sujeto del oligo nucleétido de la presente invencidon parala administracion se encuentran en el intervalo desde
aproximadamente 1ug a 100 mg por administracion. Sin embargo, las dosis para el tratamiento de la neoplasia de células B
se pueden usaren unin tervalode 10 a 1,00 0 veces mas altas que las d osis d escritas ante riormente. El ré gimen de
dosificacion se puede ajustar para proporcionar el efecto terapéutico éptimo por aquellos con experiencia en la técnica.

La "ruta" para administrar el oligonucleétido de la presente invencion significara la administracion enteral, parenteral y tépica
o inhalacién. El término "enteral" como se usa en la presente descripcion incluye la administracion oral, gastrica, intestinal y
rectal. E | té rmino "p arenteral" incluye la ad ministracion in travenosa, int raperitoneal, intramuscular, s ubcutanea, rectal o
vaginal. El término "tépico" denota la aplicacién del oligonucledétido externamente a la epidermis, a la cavidad bucal y dentro
de la oreja, ojo y nariz.

Una " co mposicion farmacéutica" s ignificara la ¢ omposicidon qu e contiene una  cantidad te rapéuticamente efica z del
oligonucleétido con o sin un portador farmacéuticamente aceptable. La composicion incluye pero no se limitada a soluciones
acuosas o salin as, p articulas, aeroso les, pastillas, granulos, po Ivos, comprimid os, co mprimidos recubiertos, (micro)

capsulas, supositorios, jarabes, emulsiones, suspensiones, cremas, gotas y otras composiciones farmacéuticas adecuadas
para usar en una variedad de sistemas de administracion de farmacos. Las composiciones son ad ecuadas para usar en
inyeccion, oral, bucal, rectal y vaginal, inhalacién y aplicacion en de pésito. En tod os los casos, la composicidon debe ser
estéril y estable bajo condiciones de fabricacion y almacenamiento y preservarse contra la contaminaciéon microbiana. Para
inyeccion, la composicién in cluira soluciones o d ispersiones acu osas y p olvos parala preparacion extemporanea de
soluciones o d ispersiones in yectables. "Po Ivo" e n esta invencido n s e refiere a una compo sicidon que con tiene parti culas
sélidas finame nte dispersadas que c ontienen el o ligonucleétido. El polv o se pue de formular ¢ on otros portadores
farmacéuticamente aceptables (por ejemplo, agua, PBS, salina y otros amortiguadores farmacéuticamente aceptados) antes
de usar. Las soluciones se p ueden preparar al inco rporar el oligonucleé6tido en u no o mas solventes adecuados y otros
ingredientes requeridos. Las dispersiones se pueden preparar al incorporar el oligonucleétido dentro de un vehiculo, que
contiene u n medio d e d ispersién (por ej emplo, glicerin a, polietil englicoles liq uidos y aceites) y los o tros in gredientes
requeridos. Para la administracion oral, la composicidon se formulara con portadores comestibles para formar comprimidos,
pildoras, gra geas, caps ulas, liq uidos, ge les, sirope s, pastas, su spensiones y similares. Para la administracion bucal, la
composicion s era comprimid os o pastillas de manera convencional. Para la inh alacién, la com posiciéon sera un a erosol
atomizado a partir del paquete presurizado o un nebulizador o un polvo seco y se puede seleccionar por uno con habilidades
en latécnica. Eloligonucleétido ad emas se puede form ular como una comp osicion farmacé uticamente aceptable para
aplicaciones rectales o vaginales y para aplicacion de deposito. El oligonucleétido en la composiciéon se puede usar solo o
en combinacién con uno o mas ag entes que inc luyen pero n o se limit an a quimio terapéuticos, inmuno terapéuticosy un
ligando reconocido por un receptor especifico o molécula de la célula ob jetivo. El oligonucleétido en comb inacién con otro
agente pueden ser composiciones separadas y usarse como las siguientes: (1) el oligonucleétido se mezcla con un segundo
agente antes d e la administracién; (2) el oligonucledtido y un segundo agente se administran a un sujeto en diferentes
momentos; (3) el olig onucledtido y un segundo agente se administran a d iferentes sitios de un sujeto. Adicionalmente, la
composicion puede contener plasmidos, vectores bacterianos, vectores virales y vacunas de acidos nucleicos que portan la
secuencia del oligonucledtido de la presente invencion.
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EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la invencion. Se proporcionan ademas ejemplos comparativos.

Ejemplo 1 Sintesis del oligonucleétido
Se disefaron y sintetizaron los oligonucleétidos con las siguientes secuencias y nomenclaturas:

Oligo 1: 5'-TCgACgTTCgTCgTTCgTCgTTC-3' (indicado en la sec. con num. de ident.:1)

Oligo 3: 5'-TCggCACgCgACgTgCTggCCgTCgTTTCC-3' (indicado en la sec. con num. de ident.:2)
Oligo 4: 5'-TCgTCgTCgTCgTTgTCgTTgggg-3' (indicado en la sec. con num. de ident.:3)

Oligo 5: 5'-TCgTTgCCgTCgg-3' (indicado en la sec. con num. de ident.:4)

Oligo 6: 5'-TCgTCgggTgCgACgTCgCAgggggg-3' (indicado en la sec. con num. de ident.:5)

Oligo 7: 5'-TCgTCgggTgCgATCgCAgggggg-3' (indicado en la sec. con nim. de ident.:6)

Oligo 8 5'-TCgTCgggTgCATCgATgCAgggggg-3' (indicado en la sec. con ndm. de ident.:)

Oligo 9: 5'-tcgtcgggtgcgacgtcgea-3' (indicado en la sec. con num. de ident.:8)

Oligo 10: 5-TCggggACgATCgTCgggggg-3' (indicado en la sec. con num. de ident.:9)

Para analizar las funciones de los Oligos anteriores, se sintetizaron ademas dos oligonucleétidos de control de 2006 con la
secuencia de 5'-tcgtcgttttgtcgttttgtcgtt-3' y 2216 con la secuencia de 5'-gggggacgatcgtcgggggg-3'.

Todos los oligonucleétidos se sintetizaron en la compafiia Sangon Biotech (Shanghai, China), se probaron para endotoxinas
por medio del uso del en sayo de lisado d e ame bocitos de Limulus (A ssociates of Cape Cod, Inc)y se manipularon en
reactivos libres d e pirdgenos. 2 006 (J Immu nol 2000: 1 64: 1617) es un o ligonucledtido b ien estudiado que activa
fuertemente las células B normales. 2216 (Eur J Immunol 2001; 31:2154) es otro oligonucledtido bien estudiado que induce
altas cantidades de interferdn tipo | en las células dendriticas plasmacitoides.

Los métodos para sintetizar el oligonucleétido son bien conocidos para aquellos con experiencia en la técnica y entre otros,
se usa generalmente la sintesis en fase-sdlida. Especificamente, en el proceso de la sintesis, el soporte sélido usado es la
perla de cristal poroso controlado (CPG). Esta perla tiene una superficie con agujeros y canales y es en estos que se une el
nucledtido protegido. La sintesis del oligonucleétido comienza con el nucleétido mas 3' y procede a través de una serie de
ciclos compuestos de cinco etapas que se repiten hasta que se une el nucleétido mas 5'. Estas etapas son desproteccion,
activacion, acoplamiento, recubrimiento y estabilizacion.

Etapa 1. Desproteccion

El grupo protector en el nucledsido protegido unido a una perla de CPG (cristal de poro controlado) se retira mediante acido
tricloroacético (TCA) que deja un grupo hidroxilo 5' reactivo.

Etapa 2. Activacion

En e sta e tapa, e | tetrazol ataca el nucledsido fosforamidita de acop lamiento lo que fo rma un int ermediario te trazolil
fosforamidita.

Etapa 3. Acoplamiento

El intermediario tetrazolil fosforamidita reacciona con el grupo hidroxilo del recipiente y se forma el enlace 5'a 3'. El tetrazol
se reconstituye y el proceso continta.

Etapa 4. Recubrimiento

En esta etapa, un agente acetila nte comp uesto de anhidrido acético y N-me til imid azol se us a p ara bloq uear el gru po
hidroxilo reactivo en el extremo mas 5' del oligonucleétido para evitar la falla de acoplamiento.

Etapa 5. Estabilizacion
Una vez lograda la etapa de recubrimiento, la Gltima etapa en el ciclo es la oxidacién que estabiliza el enlace fosfato entre la

cadena del oligonucleétido creciente y la base afiadida mas recientemente. Esta etapa se lleva a cabo en presencia de yodo
como un oxidante suave en tetrahidrofurano (THF) y agua.
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A continuacién de esta etapa final el ciclo se re pite para ca da nucleétido en la secuencia. D espués de complet ada la
sintesis, la molécula de ADN de simple hebra se purifica por métodos tales como HAP, PAGE, HPLC, C18 y OPC.
Ejemplo 2 Apoptosis de células B-CLL humanas inducida por los oligonucleétidos

1. Preparacion de células B-CLL humanas

Se e xtrajeron muestras de sangre a partir de pacientes de B -CLL no tratados (patolégicamente id entificados) (EI Primer
Hospital, Un iversidad Jilin, China)d espués d e obtener el cons entimiento inform ado escrito aprobado. Las célula s
mononucleares de sangre p eriférica (PBMCs) se aisla ron por centrifugacion por g radiente de de nsidad con Ficoll-Paque
(Pharmacia). Las células B-CLL CD5+CD19+CD23+ en P BMCs se purificaron por medio del uso del kit d e aislamiento de
células B (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) para > 95% de las células CD5+CD19+ CD23+ (células B-CLL). La
preparacion de las células se realiz6 bajo la guia de Miltenyi Biotec.

2. Apoptosis de las células B-CLL humanas inducida por los oligonucleétidos

Las células B-CLL se incubaron con Oligo1, Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 2006 0 2216
respectivamente a u na concentracion final de 3 y g/ml en medio RPMI 1 640 10% de s uero AB humano (HyClone) a 10°
células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleétidos se diluyeron en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone).
Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se us6é como un control (Medio).

En los dias 3, 5y 7 después de la incubacién, las células se contaron y tifiero n con tetrametil-rodamina etilé ster (TMRE)
(Molecular Probes Inc)(Lena Thyrell, y otros. The Journal of Biological Chemistry Vol. 279, Nim. 23, Edicién de Junio 4,
pags. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células B-CLL TMRE positivas (viables) y TMRE-negativas (apoptéticas) se
determinaron por citometria de flujo (B.D. FACS Aria). EI numero de células B-CLL viables se calculé por la multiplicacion
del conteo de células total con el porcentaje de células TMRE-positivas en cada punto de tiempo. El experimento se repitid
con diez muestras de sangre a partir de pacientes B-CLL vy el resultado promediado (n=10) mostré que los oligonucleétidos
significativamente indujeron la apoptosis de las células B-CLL (Tabla-1).

Tabla-1. Apoptosis de células B-CLL inducida por los oligonucleétidos
Células de leucemia linfocitica cronica de células B viables (%) (n=10)

Tiempo de incubacion (dia)

Grupos 35 .
Oligo 1 55.7 27.7 19
Oligo 3 85.5 37.3 31.6
Oligo 4 60.1 38.8 275
Oligo 5 58.1 38.1 23.2
Oligo 6 52.3 34.9 31.7
Oligo 7 59.6 38.4 30.2
Oligo 8 51.1 34.2 29.6
Oligo 9 52.8 37.9 243
Oligo 10 54.6 354 28.3
Medio 82.2 79.5 81.3
2006 66.5 44 .4 40.2
2216 67.7 57.7 50.7

Ejemplo 3 Regulacién positiva de CD40 en células B-CLL humanas por los oligonucleétidos
1. Preparacion de células B-CLL humanas

Las células B-CLL humanas se aislaron a partir de pacientes B-CLL con los procedimientos descritos en el ejemplo 2.
8
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2. Regulacion positiva de CD40 en células B-CLL humanas por los oligonucleétidos

Las células B-CLL se incubaron con Oligo1, Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 2006 0 2216
respectivamente a una concentracion final de 3 pg/ml en medio RPM 11640 10% d e suero AB humano (H yClone) a
1060é|ulas/pocillo en una placade 48 pocillos. Lo s o ligonucleétidos se dilu yeron en medio RP Ml 1 640 libre d e s uero
(HyClone). Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usé como un control (Medio).

Enel dia7 después de la incubacion, las células se contaron y tifieron con anticuerpo FIT C-CD40 (Becton Dick inson)
(Molecular Probes Inc)(Lena Thyrell, y otros. The Journal of Biological Chemistry Vol. 279, Nim. 23, Edicién de Junio 4,
pags. 24152-24162, 2004) por 1 0 min utos. L as células B-CLL te fiidas con el antic uerpo CD40 se determinaron por
citometria de flujo (B.D. FACS Aria). E Iresultado (F igura-1) mo stré que los oligonucleétidos reg ularon positivamente
significativamente la expresion de CD40 en células B-CLL, lo que indica que los oligonucleétidos se pueden usar para tratar
B-CLL a través de la regulacion positiva de CD40 en las células. La regulacién positiva de CD40 promueve la apoptosis de
células B-CL L, indu ce la in hibiciéon del crecimiento de células B-CL Ly rinde cé lulas B-CLL mas in munogénicas p ara
estimular la generacion de C TLs especificas a las células B-CLL. El experimento se repitié con al menos diez mue stras de
sangre a partir de pacientes B-CLL con resultados similares.

Ejemplo 4 La apoptosis de células humanas de linfoma de linfocitos pequefos inducida por los oligonucleétidos
1. Preparacion de las células humanas de linfoma de linfocitos pequefios

Las células de linfom a de linfocitos peq uefios se a islaron a pa rtir de bio psia de tejid o del néd ulo linfatic o a partir de
pacientes (E| Primer Hospital, Universidad Jilin, C hina) con linfoma de linf ocitos pequefios (identificado patol 6gicamente)
después de obtener el consentimiento informado escrito aprobado. El tejido de biopsia se tritur6 mediante ldminas de cristal
de superficie porosa para liberar las células en 5 ml de medio RPMI 1640 10% de suero AB humano (HyClone) en una placa
de cultivo de 6 cm. Las células liberadas se filtraron a través de una malla de acero inoxidable y se recogieron en un tubo
conico de 50mL que contenia 15 ml de medio RPMI 1640 libre de suero. El tubo se centrifugé a 300 x g por 10 minutos y
después el sobrenadante se desechd. Las células de linfoma de linfocitos pequefios CD5+CD19+CD23+ se purificaron por
medio del uso d el kit d e ais lamiento de ¢ élulas B (Milten yi Biotec, B ergisch Gla dbach, Alemania) a > 95% de células
CD5+CD19+ CD23+ (células de linfoma de linfocitos pe quefios). La preparacion de las células se realiz 6 bajo la guia de
Miltenyi Biotec.

2. Apoptosis de células de linfoma de linfocitos pequefios inducida por los oligonucleétidos

Las cé lulas de linfo ma de lin focitos p equefios se incubaron c on Oligo1, Oligo 3, Oligo 4, Olig 05, Oligo6, Oligo7, Oli go8,
Oligo9, Oligo10, 2006 o 2216 respectivamente a una concentracion final de 3 pg/ml en medio RPMI 1640 10% de suero AB
humano (HyClone) a 10° células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleétidos se diluyeron en medio RPMI 1640
libre de suero (HyClone). Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se us6 como un control
(Medio).

En losdias 3, 5y 7 después de la incubacion, las células se contaron y tifiero n con tetrametil-rodamina etilé ster (TMRE)
molecular Probes Inc)(Lena T hyrell, y otros. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY Vol. 279, Num. 23, Edicién de
Junio 4, pags. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células de linfoma de linfocitos pequefios TMRE positivas (viables) y
TMRE-negativas (apoptéticas) se determinaron por citometria de flujo (B.D. FACS Aria). El nimero de células de linfoma de
linfocitos pequefios viables se calculd por la multiplicacién del conteo de células total con el porcentaje de células TMRE-
positivas en ¢ ada p unto de tiempo. El ex perimento se repiti6 con cinco mu estras de pa cientes con linfoma de linfocitos
pequefios y el resultado promediado (n=5) mostrd que los o ligonucledtidos inducen significativamente la apoptosis de las
células de linfoma de linfocitos pequefos ( Tabla-2), lo que indica que los oligonucleétidos se pueden usar para tratar el
linfoma de linfocitos pequefios al inducir la apoptosis de las células.

Tabla-2. Apoptosis de células de linfoma de linfocitos pequefios inducida por los oligonucleétidos
Células viables de linfoma de linfocitos pequefios (%) (n=5)

Tiempo de incubacion (dia)

Grupos

P 35 7
Oligo 1 53.52 6.7 18
Oligo 3 83.93 8.4 29.1
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Células viables de linfoma de linfocitos pequefios (%) (n=5)

Tiempo de incubacion (dia)

Grupos 35 ;
Oligo 4 61.13 6.9 29.7
Oligo 5 5723 74213
Oligo 6 56.2 3 6.132.1
Oligo 7 60.5 4 0.331.1
Oligo 8 50.2 3 7.4 30.2
Oligo 9 5423 9.7254
Oligo 10 56.5 3 7.629.3
Medio 81.27 84771
2006 67.6 4 53411
2216 68.55 8.752.1

Ejemplo 5. Regulacién positi vade CD40d e células de lin foma de linfocit os pequ efos ind ucidap orlo s
oligonucleoétidos

1. Preparacion de las células humanas de linfoma de linfocitos pequefios

Las células humanas de linfoma de linfocitos pequefios se aislaron de p acientes con los proc edimientos descritos en el
ejemplo 4.

2. Regulacién positiva de CD40 de células de linfoma de linfocitos pequefos inducida por los oligonucleétidos

Las cé lulas de linfo ma de lin focitos p equefios se incubaron c on Oligo1, Oligo 3, Oligo 4, Olig 05, Oligo6, Oligo7, Oli go8,
Oligo9, Oligo10, 2006 o 2216 respectivamente a una concentracion final de 3 pg/ml en medio RPMI 1640 10% de suero AB
humano (HyClone) a 10° células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleétidos se diluyeron en medio RPMI 1640
libre de suero (HyClone). Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usé como un control
(Medio).

Enel dia7 después de la incubacion, las células se contaron y tifieron con a nticuerpo FIT C-CD40 (Bec ton Dick inson)
(molecular Probes Inc)(Lena Thyrell, y otros. The Journal of Biological Chemistry Vol. 279, Nam. 23, Edicion de Junio 4,
pags. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células de linfoma de linfocitos pequefios tefiidas con el anticuerpo CD 40 se
determinaron por citometria de flujo (B.D. FACS Aria). El resu Itado (Figura-2) mostré que los oligonucleétidos regularon
positivamente significativamente la expresién de CD40 en las cé lulas de linfoma de linfocitos pequefios, lo que indica que
los oligonucledtidos se pueden usar para tratar el linfoma de linfocitos pequefios a través de la regulacién positiva de CD40
en las células. La regulacién positiva de CD40 promueve la apoptosis de células de linfoma de linfocitos pequefios, induce la
inhibicion del crecimiento las células de linfoma de linfocitos pequefios y rinde células de linfoma de linfocitos pequefios mas
inmunogénicas pa ra estimularla generacion de CT Ls especificos por cé lulas de linfoma de lin focitos pequefios. El
experimento se repitié cinco veces con resultados similares.

Ejemplo 6 Apoptosis de células B-ALL humanas inducida por los oligonucleétidos

1. Preparacion de células B-ALL humanas

Se e xtrajeron muestras de s angre d e pacientes B-A LL n o tr atados (p atoldgicamente identificados) (E | Primer Hospital,
Universidad Jlin, China) d espués de obtener el consentimiento informado e scrito aprobado. L as P BMCs se ais laron p or
centrifugacion por gradiente de densidad con Ficoll-Paque (Pharmacia).Las células B-ALL CD19+CD10+ en las PBMCs se
purificaron por medio del uso del kit de aislamiento de células B (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) para > 95%
de células CD19+CD10+ (células B-ALL). La preparacién de las células se realizé bajo la guia de Miltenyi Biotec.

2. Apoptosis de células B-ALL inducida por los oligonucleétidos

10
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Las células B-ALL se i ncubaron con Oligo1, Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 2006 0 2 216
respectivamente a u na concentracion final de 3 y g/ml en medio RPMI 1 640 10% de s uero AB humano (HyClone) a 10°
células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleétidos se diluyeron en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone).
Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usé como un control (Medio).

En los dias 3, 5y 7 después de la incubacién, las células se contaron y tifiero n con tetrametil-rodamina etilé ster (TMRE)
molecular P robes Inc)(Lena T hyrell, y otros. T he Journal of Bio logical Chemistry Vol. 279, Num. 23, Edicion de Junio 4,
pags. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células B-ALL TMRE positivas (viables) y TMRE-negativas (apoptéticas) se
determinaron por citometria de flujo (B.D. FACS Aria). EI nUmero de células B-ALL viables se calculé por la multip licacion
del conteo de células total con el porcentaje de células TMRE-positivas en cada punto de tiempo. El experimento se realizd
con diez muestras de sangre de pacien tes B-AL L y el re sultado pro mediado (n= 10) most r6 q ue lo s oligonuc leétidos
significativamente indujeron la apoptosis de las células B-ALL (Tabla-3), lo que demostré que los oligonucledtidos se pueden
usar para tratar B-ALL al inducir la apoptosis de células B-ALL.

Tabla-3. La apoptosis de células B-ALL inducida por los oligonucleétidos
Células B-ALL viables (%) (n=10)

Tiempo de incubacién (dias)

Grupos 35 .
Oligo 1 66.9 60.1 59.5
Oligo 3 67.9 64.1 65
Oligo 4 69.2 66.2 65.7
Oligo 5 70.6 68.2 67
Oligo 6 66.4 61 60.3
Oligo 7 75.9 701 69.2
Oligo 8 80.1 74.9 72.3
Oligo 9 67.2 63.1 62.9
Oligo 10 72.6 68.1 65.3
Medio 91.5 92.7 93.1
2216 94.9 95 93.5
2006 62.9 58.4 59

Ejemplo 7 Regulacién positiva de CD40 en células B-ALL por los oligonucleétidos
1. Preparacion de células B-ALL humanas

Las células B-ALL humanas se prepararon a partir de muestras de sangre de pacientes con los procedimientos descritos en
el ejemplo 6.

Las células B-ALL se incubaron con o sin el Oligo1, Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 2006 o
2216 respectivamente a una concentracion final de 3 ug/ml en medio RPMI 1640 10% de suero AB humano (HyClone) a 10°
células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleétidos se diluyeron en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone).
Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se us6é como un control (Medio).

En los dias 3, 5, 7 después de la incubacion, las células se contaron y tifieron con anticuerpo FITC-CD40 (Becton Dickinson)
molecular P robes Inc)(Lena T hyrell, y otros. T he Journal of Bio logical Chemistry Vol. 279, Num. 23, Edicion de Junio 4,
pags. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células de linfoma de linfocitos pequefios tefiidas con el anticuerpo CD40 se
determinaron por citometria de flujo (B.D. F  ACS Aria). E | ex perimento se re piti6 con diez muestra s y el resultado
promediado (Tabla-4) mostré que los o ligonucleétidos regularon positivamente significativamente la expresién de CD40 en
células B-ALL, lo que indic6 que los oligonucleétidos se pueden usar para tratar B-ALL por la regulacién positiva de CD40 en
las células. La regulacion positiva de CD40 promueve la apoptosis de células B-ALL, induce la inhibicion del crecimiento de
células B-ALL y rinde células B-ALL mas inmunogénicas para estimular la generacion de CTLs especificas a las células B-
ALL.
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Tabla-4. Regulacion positiva de CD40 en células B-ALL por los oligonucleétidos
Expresion de CD40 en células de leucemia linfocitica aguda de células B (MFI) (n=10)

Tiempo de incubacion (dias)

Grupos 35 ;
Oligo 1 3363 3.934.2
Oligo 3 2992 9.130.2
Oligo 4 30.12 9.931.6
Oligo 5 2532 6.6 26.9
Oligo 6 3293 2.8 331
Oligo 7 27.82 8.129.2
Oligo 8 15.91 7.217.8
Oligo 9 2822 8.129.2
Oligo 10 26.9 2 74278
Medio 727 985
2216 9 9 9.5 10.6
2006 33.73 3.8 34.1

Ejemplo 8 La produccion de IL-10 por B-CLL inducida por los oligonucleétidos

1. Preparacion de células B-CLL humanas

Las células B-CLL humanas se aislaron a partir de pacientes B-CLL con los procedimientos descritos en el ejemplo 2.
2. Produccion de IL-10 por B-CLL inducida por los oligonucleétidos

Las célula s B -CLL se cultivaron con o sin el Oligo1, Oligo3, Oligo4 , Olig 05, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Olig 010
respectivamente a una concentracion final de 3 pg/ml en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone) a 108 células/pocillo en
una placa de 48 pocillos por triplicado. Los oligonucleétidos se diluyeron en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone). Un
volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usé como un control (Medio).

Los sobrenadantes de cultivo se recogieron a las 24 h o alos puntos de tiempo indicados y se evaluaron para IL-10 en el
sistema de In munoarreglo Fluorokine MAP (R& D S ystems). Nuestros d atos m ostraron quelaa ctivacion con los
oligonucledtidos llevé a la produccién de un alto nivel de IL-10 a partir de las cé lulas B-CL L (T abla-5). Adicionalmente,
nuestros datos mostraron mas aun que la adicion de rh-IL-10 exégena (Schering Corp) en cultivos de células B-CLL indujo
células B-CLL apoptéticas en una manera depen diente de la d osis de IL-10, que podia bloquearse espe cificamente por
anticuerpos anti-IL-10 (R & D Systems). Estos descubrimientos demostraron que los oligonucleétidos se pueden usar para
tratar B-CLL por in ducir la produc cién de IL -10 q ue p rovoca la apoptosis d e ¢ élulas B-CL L d e mane ra autocrina El
experimento se repitié con al menos diez muestras de sangre de pacientes B-CLL con resultados similares.

Tabla-5. Produccion de interleucina-10 a partir de células B-CLL inducida por los oligonucleétidos
Produccién de IL-10 por células B-CLL

Grupo pg /ml
Oligo 1 800
Oligo 3 621
Oligo 4 469
Oligo 5 523
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Produccién de IL-10 por células B-CLL

Grupo pg /ml
Oligo 6 112
Oligo 7 576
Oligo 8 502
Oligo 9 455
Oligo 10 752

Medio 0 1.2

Ejemplo 9 El efecto de los oligonucleétidos en la proliferacion de PBMC humanas normales

Las PBMCs humanas se aislaron a partir de concentrados leucocitarios de donantes de sangre normales (Centro de Sangre
de la provincia Jilin, China) por gradiente de centrifugacion con Ficoll-Hypaque (Pharmacia). La viabilidad de los PBMCs fue
95-99% segun se determind por exclusién con azul tripan.

Los PBMC (6X105/pocillo) se colocaron en placas de 96-pocillos de fondo en U (Costar) y se cultivaron con o sin el Oligo1,
Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 2006 o 2216 respectivamente a una concentracion final de 6
pg/ml por triplicado por 36 h, seguido por el pulsado con [3H] timidina (New England N uclear, Boston, MA) por 16 h. Las
células se cosecharon en filtros de fibra de cristal y se detectaron en un contador de centelleo. La proliferaciéon celular se
expres6 como cpm (conteos por minuto) (a partir de tripletes de pozos). Se muestran los datos de cinco muestras de sangre
normal. 2006 y 2216 se usaron en los con troles. Los resultados mostraron que los oligonucleétidos podian estimular la s
PBMCs a pro liferar obviame nte (Figura-3), lo que indica que los oligonucledétidos, e n lugar de ind ucir la apoptosis, son
estimuladores de la proliferacion para los PBMCs humanos normales y no son téxicos para las células cultivadas.
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REIVINDICACIONES

Un oligonucledtido que tiene la secuencia de sec. con num. de ident.:1 para usar en el tratamiento de la neoplasia
de células B en un sujeto mamifero.

El oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 para usar en el tratamiento de la neoplasia de células B de
acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque el oligonucleétido es para inducir la apoptosis de las células
neoplasicas de células B.

El oligonucledtido de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para usar en el tratamiento de la neoplasia de células B de
acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el oligonucleétido es para regular positivamente CD40 en
las células neoplasicas de células B.

El oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 para usar en el tratamiento de la neoplasia de células B de
acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque el oligonucleétido es para estimular las células neoplasicas
de células B para producir IL-10.

El oligonucleétido de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior para usar en el trata miento de la n eoplasia de
células B de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde dicha neoplasia de células B es leucemia de
células B, linfoma o mieloma de células B.

El oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacion 5 para usar en el tratamiento de la neoplasia de células B de
acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicha leucemia de células B es leucemia linfocitica cronica de células B o
leucemia linfocitica aguda de células B.

El oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacion 5 para usar en el tratamiento de la neoplasia de células B de
acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicho linfoma de células B es linfoma de linfocitos pequefios.

El oligonucleétido de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior para usar en el trata miento de la n eoplasia de
células B de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde dicho sujeto mamifero es un sujeto humano.

El oligonucleétido de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior para usar en el trata miento de la n eoplasia de
células B de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, el cual es para la administracién enteral, parenteral o en
forma topica o por inhalacion.

Un oligonucleétido que tiene la secuencia de sec. con num. de indent.: 1 para usar en el tratamiento de la neoplasia
de células B, que esta comprendido dentro de una composiciéon farmacéutica.

Un método para inducir apoptosis de células neoplasicas de células B in vitro, que comprende poner en contacto
dichas cé lulas ne oplasicas d e c élulas B ¢ on un a compo sicién que c omprende un oligonucle6 tido que tiene la
secuencia de sec. con num. de ident.: 1.

Un método para mejora rla exp resién de CD40 en células neoplasicas de células B, que comprende poner en
contacto dichas células neoplasicas de células B in vitro con una composicién que comprende un oligonucleétido
que tiene la secuencia de sec. con num. de ident.:1.

Un método para inducir células neoplasicas de células B para producir IL-10, que co mprende poner en contacto
dichas células neoplasicas de células B in vitro con una composicion que comprende un oligonucleétido que tiene
la secuencia de sec. con num. de ident.:1.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en donde dichas células neoplasicas de células
B son células de leuce mia linfocitica cronica de ¢ élulas B (B-CLL), o células de le ucemia linfocitica aguda de
células B (B-ALL), o células de linfoma de linfocitos pequefios.

Una composicion farmacéutica para usar en el trat amiento de la neoplasia de células B que comprende: (1) un
oligonucleodtido que tiene la secuencia de sec. con nim. de ident.:1 y (2) un agente anti-neoplasia de células B.

La comp osicién d e acuerdo co nla reivindicacion 15, e n donde dicho a gente anti-neop lasia de c élulas B es
quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos, o agentes usados en radioterapia.
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La composicion de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde dichos quimioterapéuticos se seleccionan del grupo
que consiste de: fludarabina, pentosatina, vincristina, ciclofosfamida, prednisona, CVP (ciclofosfamida, vincristina y
prenisona), y CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, y prednisona).

La composicion d e acuerdo con la reivindicacion 16, e n donde dicho inmunoterapéutico es un anticue rpo anti-
CD20.

La composicion de acu erdo con la reivindicacion 16, en donde dic ha radio tera pia es rad iacion ex terna o
tratamiento con un anticuerpo radiomarcado.

Elus o d e un oligonucleétido que tie ne la secuencia de sec. con nium. de ident.:1 para lafa bricacion de u n
medicamento para el tratamiento de la neoplasia de células B.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en donde la neoplasia de células B es leucemia de células B, linfoma o
mieloma de células B.
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