ES 2471978 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 471 978
Gint. cl.;

C12N 15/113 (2010.01)
A61K 31/712 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  07.05.2007 E 07811873 (4)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 02.04.2014  EP 2015758

Tl'tulo: Compuestos y procedimientos para modular la expresion de ApoB

Prioridad: @ Titular/es:
05.05.2006 US 746631 P ISIS PHARMACEUTICALS, INC. (100.0%)
11.05.2006 US 747059 P 2855 Gazelle Court
23.06.2006 US 805660 P Carlsbad, CA 92010, US
06.11.2006 US 864554 P @ Inventor/es:

27.01.2007 WO PCT/US2007/061183
BHANOT, SANJAY;

L, ., GEARY, RICHARD S;;
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la MCKAY. ROBERT:
traduccion de la patente: ' :
27 06.2014 MONIA, BRETT P.;

SETH, PUNIT P
SIWKOWSKI, ANDREW M.;
SWAYZE, ERICE. y
WANCEWICZ, EDWARD

Agente/Representante:
LEHMANN NOVO, Maria Isabel

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2471978 T3

DESCRIPCION
Compuestos y procedimientos para modular la expresion de ApoB
ANTECEDENTES

La eleccion como diana de secuencias de genes causantes de enfermedad se sugirié por primera vez hace casi 40
afos (Belikova et al., Tet. Lett., 1967, 37, 3557-3562), y la actividad antisentido se demostré en cultivo celular una
década después (Zamecnik et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1978, 75, 280-284). Una ventaja de la tecnologia
antisentido en el tratamiento de una enfermedad o afeccidon que procede de un gen causante de enfermedad es que
es un enfoque genético directo que tiene la capacidad para modular la expresion de genes causantes de
enfermedad especificos.

En general, el principio detras de la tecnologia antisentido es que un compuesto antisentido se hibrida con un acido
nucleico diana y afecta la modulacién de la actividad o funcién de la expresion génica, tal como transcripcion,
traduccioén o corte y empalme. La modulacion de la expresion génica puede lograrse, por ejemplo, por degradacion
de diana o inhibicion basada en la ocupacion. Un ejemplo de la modulacién de la funcidon diana del ARN por
degradacion es la degradacion basada en RNasa H del ARN diana tras la hibridacion con un compuesto antisentido
similar a ADN. Otro ejemplo de la modulacion de la expresion génica por degradacion diana es ARN interferente
(ARNi). EI ARNi es una forma de silenciamiento de genes mediado por antisentido que implica la introduccion de
ARNbc que conduce a la reduccidn especifica de secuencia de niveles de ARNm enddgeno elegido como diana. La
especificidad de secuencia hace que los compuestos antisentido sean extremadamente atractivos como
herramientas para elegir como diana la validacion y la funcionalizacién génica, ademas de herramientas de
investigacion para identificar y caracterizar nucleasas y como agentes terapéuticos para modular selectivamente la
expresion de genes que participan en la patogénesis de una cualquiera de una variedad de enfermedades.

La tecnologia antisentido es un medio eficaz para reducir la expresién de uno o mas productos génicos especificos
y, por tanto, se puede demostrar que son utiles Unicamente en una serie de aplicaciones terapéuticas, de
diagndstico y de investigacion. Los nucledsidos quimicamente modificados se usan rutinariamente para la
incorporacién en compuestos antisentido para potenciar una o mas propiedades tales como resistencia a nucleasas,
farmacocinética o afinidad por un ARN diana.

A pesar de la expansion del conocimiento desde el descubrimiento de la tecnologia antisentido, queda sin satisfacer
una necesidad de compuestos antisentido con mayor eficacia, toxicidad reducida y menor coste. Hasta la presente
descripcién no se han empleado modificaciones de alta afinidad en el disefio de compuestos antisentido cortos para
reducir ARN diana in vivo. Esto es debido a asuntos referentes al grado de especificidad diana que tendria una
secuencia de 15 nucledtidos o mas corta cuando se empleara para reducir la diana en un sistema vivo. Estudios
previos han descrito que se logra mayor especificidad y, por tanto, mayores posibilidades de potencia, por
compuestos antisentido de entre 16 y 20 bases nucleotidicas de longitud.

El documento WO 2004/044181 (1ISIS PHARMACEUTICALS, INC.) describe compuestos antisentido, composiciones
y métodos para modular la expresién de la apolipoproteina B.

La presente descripcion describe que la incorporacion de nucleétidos de alta afinidad quimicamente modificados en
compuestos antisentido permite que compuestos antisentido cortos de aproximadamente 8-16 bases nucleotidicas
de longitud sean utiles en la reduccion de ARN diana en animales con aumento de la potencia y mejora del indice
terapéutico. Por tanto, se proporcionan aqui compuestos antisentido cortos que comprenden modificaciones de
nucledtidos de alta afinidad utiles para reducir un ARN diana in vivo. Tales compuestos antisentido cortos son
eficaces a dosis inferiores a las de los compuestos antisentido previamente descritos, permitiendo una reducciéon en
la toxicidad y el coste del tratamiento.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion proporciona un compuesto antisentido corto de 10 a 14 monémeros de longitud, que comprende una
region de salto en 2’-desoxirribonucleétido flanqueada por cada lado por un ala, en la que cada ala comprende
independientemente de 1 a 3 mondmeros modificados de alta afinidad que son nucleétidos modificados con azucar
que comprenden un puente entre la posicion 4’ y 2’ del azucar, y en el que el compuesto antisentido esta dirigido a
un acido nucleico que codifica ApoB para uso en terapia.

La invencién también proporciona un método ex vivo de modular la expresion de ApoB poniendo en contacto un
acido nucleico que codifica ApoB con un compuesto antisentido corto tal como se ha descrito anteriormente.

La invencién también proporciona un compuesto antisentido corto tal como se ha descrito anteriormente para uso en
la reduccion de la expresion de ApoB ARN en un animal.

La invencién también proporciona un compuesto antisentido corto tal como se ha descrito anteriormente para uso en
el tratamiento de un trastorno cardiovascular en un animal.
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La invencién también proporciona el uso del compuesto antisentido corto tal como se ha descrito anteriormente para
la preparacion de un medicamento para la reduccion de la expresién de ApoB ARN en un animal.

La invencién también proporciona el uso del compuesto antisentido corto tal como se ha descrito anteriormente para
la preparacion de un medicamento para tratar un trastorno cardiovascular en un animal.

Otros aspectos de la invencion se exponen en las reivindicaciones adjuntas.
SUMARIO DE LA DESCRIPCION

Se describen aqui compuestos antisentido cortos y métodos de uso de dichos compuestos para reducir la expresion
del ARN diana en células o tejidos. En ciertas realizaciones, se describe aqui un método de reducir la expresion de
una diana en un animal, que comprende administrar al animal un compuesto antisentido corto dirigido al acido
nucleico de dicha diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos son compuestos
oligonucleotidicos. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido cortos tienen una longitud de alrededor
de 8 a 16, preferiblemente de 9 a 15, mas preferiblemente de 9 a 14, mas preferiblemente de 10 a 14, y comprenden
una region de salto flanqueada por cada lado por un ala, en la que cada ala consiste independientemente de 1 a 3
nucledtidos. Entre los motivos preferidos se incluyen, pero no se limitan a, motivos ala-salto desoxi-ala
seleccionados de 3-10-3, 2-10-3, 2-10-2, 1-10-1, 2-8-2, 1-8-1, 3-6-3 6 1-6-1. En una realizacién preferida, el
oligonucledtido antisentido corto comprende al menos una modificacion de alta afinidad. En una realizacion
adicional, la modificacion de alta afinidad incluye nucleétidos de alta afinidad quimicamente modificados. En una
realizacion preferida, cada ala consiste independientemente de 1 a 3 nucleétidos modificados de alta afinidad. En
una realidad, los nucledétidos modificados de alta afinidad son nucleétidos modificados con azucar.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos exhiben mayor captacion en el intestino en comparacion
con los compuestos antisentido de mayor longitud. Por tanto, también se describen aqui métodos de reducir una
diana en un animal, que comprenden administrar por via oral los compuestos antisentido cortos de la presente
descripcion.

También se describen métodos de tratamiento de un trastorno metabdlico en un animal, que comprenden
administrar a un animal que necesite dicha terapia un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico
implicado en la regulacion del metabolismo o aclaramiento de la glucosa, el metabolismo de los lipidos, el
metabolismo del colesterol o la sefalizacion de la insulina.

También se describen métodos de incremento de la sensibilidad a la insulina, disminucion de la glucosa en sangre o
disminuciéon de HbA+; en un animal, que comprenden administrar a dicho animal un compuesto antisentido corto
dirigido a un acido nucleico que codifica una diana implicada en la regulacion del metabolismo o aclaramiento de la
glucosa, el metabolismo de los lipidos, el metabolismo del colesterol o la sefializacion de la insulina.

Se describen métodos adicionales de disminucion del colesterol total en suero, LDL sérica, VLDL sérica, HDL sérica,
triglicéridos séricos, apolipoproteina(a) sérica o acidos grasos libres en un animal, que comprenden administrar a
dicho animal un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico que codifica una diana implicada en la
regulacion del metabolismo o aclaramiento de la glucosa, el metabolismo de los lipidos, el metabolismo del
colesterol o la sefalizacion de la insulina, en el que dicho compuesto antisentido corto tiene una longitud de 8 a 16
nucledtidos y comprende una region de salto flanqueada por cada lado por un ala, en la que cada ala consiste
independientemente de 1 a 3 nucleétidos modificados de alta afinidad.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden ademas un grupo conjugado. Entre los
grupos conjugados se incluyen, C1g y colesterol.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden al menos una base nucleotidica modificada,
un enlace internucleosidico o un resto de azucar. En ciertas realizaciones, dicho enlace internucleosidico modificado
es un enlace internucleosidico fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico es un enlace
internucleosidico fosforotioato.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden al menos una modificacién de alta afinidad.
En ciertas de tales realizaciones, la modificacion de alta afinidad es un nucledtido de alta afinidad quimicamente
modificado. En ciertas realizaciones, los nucleétidos de alta afinidad quimicamente modificados son nucleétidos
modificados con azlcar. En ciertas realizaciones, al menos uno de los nucledtidos modificados con azucar
comprende un puente entre la posicion 4’ y la posicion 2’ del azicar. Cada uno de los nucleétidos modificados con
azucar esta, independientemente, en la conformacion del azucar B-D o a-L. En ciertas realizaciones, cada uno de
dichos nucleétidos modificados confiere una Tr, de al menos 1 a 4 grados por nucleétido. En ciertas realizaciones,
cada uno de dichos nucledtidos modificados con azticar comprende un grupo sustituyente en 2’ que es distinto a H o
a OH. Dichos nucledtidos modificados con azucar incluyen aquéllos que tienen un resto de azucar biciclico con
puente en las posiciones 4’ a 2. En ciertas realizaciones, cada uno de los grupos sustituyentes en 2’ es,
independientemente, alcoxi, alcoxi sustituido o halégeno. En ciertas realizaciones, cada uno de los grupos
sustituyentes en 2’ es OCH,CH,OCHj3 (2'-MOE).
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En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen uno o mas nucleétidos modificados con azucar,
que comprenden un puente entre la posicion 4’y 2’ del azucar, en los que cada uno de dichos puentes comprende
independientemente de 2 a 4 grupos de union seleccionados independientemente de -[C(R+)(Rz2)].-, C(R1)=C(R2)-, -
C(R1)=N-, -C(=NR)-, -C(=0)-, -C(=S)-, -O-, -Si(R1)2, -S(=O)x- y -N(R1)-;

en los que
xes0,1,062;
nes1,2, 364;

cada Ry y Ry es, independientemente, H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C4-C+2, alquilo C4-C42 sustituido,
alquenilo C,-C12, alquenilo C,-C12 sustituido, alquinilo C2-C+2, alquinilo C2-C+2 sustituido, arilo Cs-Cao, arilo Cs-Cayo
sustituido, radical heterociclo, radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, radical aliciclico Cs-C7,
radical aliciclico Cs-C7 sustituido, halégeno, OJi, NJiJ2, Sd1, Ny, COOJ4, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, CN,
sulfonilo (S(=0)2-J1) o sulfoxilo (S(=0)-J1); ¥

cada J1 y J2 es, independientemente, H, alquilo C4-C12, alquilo C4-C2 sustituido, alquenilo C2-C12, alquenilo C»-C12
sustituido, alquinilo C,-C12, alquinilo C,-C42 sustituido, arilo Cs-Ca, arilo Cs-Cyo sustituido, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, aminoalquilo C4-C12, aminoalquilo C+-C12 sustituido
0 un grupo protector.

En un aspecto, cada uno de dichos puentes es, independientemente, -[C(R1)(Rz2)]n-, -[C(R1)(R2)]n-O-, -C(R1R2)-N(R1)-
0O- 0 -C(R1R2)-O-N(R+)-. En otro aspecto, cada uno de dichos puentes es, independientemente, 4’-(CH,)s-2’, 4'-
(CH2)2-2’, 4-CH20-2’, 4’-(CH2)-O-2, 4’-CH-O-N(R1)-2" y 4’-CH2-N(R)-O-2-, en el que cada R; es,
independientemente, H, un grupo protector o alquilo C1-Ci2.

En ciertas realizaciones, se describen aqui compuestos antisentido cortos utiles en la reduccion de dianas y/o ARN
dianas asociados con estados de enfermedad en animales. En ciertas realizaciones se describen métodos de uso de
compuestos antisentido cortos para reducir la expresion de un ARN diana en un animal. En ciertas realizaciones, se
describe aqui el uso de un compuesto antisentido corto en la descripcién de un medicamento para el tratamiento de
un trastorno metabdlico en un animal. En ciertas realizaciones se describe aqui el uso de un compuesto antisentido
corto en la preparacién de un medicamento para incrementar la sensibilidad a la insulina, disminuir la glucosa en
sangre o disminuir el HbAs; en un animal. También se describe el uso de un compuesto antisentido corto en la
preparacion de un medicamento para disminuir el colesterol sérico total, los niveles de LDL en suero, los niveles de
VLDL en suero, los niveles de HDL en suero, triglicéridos en suero, apoliproteina(a) sérica o acidos grasos libres en
un animal.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos descritos aqui exhiben una potencia igual o mayor con
respecto al silenciamiento del ARN diana en comparacion con el oligonucleétido antisentido parental mas largo, de al
menos 20 nucledtidos de longitud. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos exhiben un inicio de la
accion mas rapido (reduccion del ARN diana) en comparacion con el oligonucleétido antisentido parental. En ciertas
realizaciones, el incremento de la potencia se produce en el rindn. En ciertas realizaciones, el ARN diana se expresa
predominantemente en los rifiones. En ciertas realizaciones, el incremento de la potencia se produce en el higado.
En ciertas realizaciones, el ARN diana se expresa predominantemente en el higado.

DESCRIPCION DETALLADA

Debe entenderse que tanto la descripcidon general anterior como la descripcion detallada siguiente son ejemplos y
explicaciones Unicamente y no son restrictivas de la invencion reivindicada. Aqui, el uso del singular incluye el plural
a menos que se indique especificamente lo contrario. Como se usa aqui, “0” significa “y/0”, a menos que se indique
lo contrario. Ademas, el uso del término “que incluye”, asi como otras formas, tales como “incluye” e “incluido” no es
limitante. Asimismo, términos tales como “elemento” o “componentes” abarcan tanto elementos como componentes
que comprenden una unidad y elementos y componentes que comprenden mas de una subunidad, a menos que se

indique especificamente lo contrario.

Los encabezados de seccidon usados aqui son Unicamente con motivos organizativos y no deben interpretarse como
limitantes de la materia objeto descrita.

A. Definiciones

A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura usada en relacién con la quimica analitica,
la quimica organica sintética y la quimica medicinal y farmacéutica descritas aqui y los procedimientos y técnicas de
las mismas descritos aqui son bien conocidos y usados habitualmente en la técnica. Se pueden usar técnicas
estandar para sintesis quimica, analisis quimico, preparacion farmacéutica, formulacion y liberacion, y tratamiento de
sujetos. Algunas de estas técnicas y procedimientos se pueden encontrar en, por ejemplo, “Carbohydrate
Modifications in Antisense Research” Editado por Sangvi y Cook, American Chemical Society, Washington D.C.,
1994; y “Remington’s Pharmaceutical Sciences,” Mack Publishing Co., Easton, Pa., 182 edicién, 1990.
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A menos que se especifique lo contrario, los siguientes términos tienen los significados siguientes:

Como se usa aqui, el término “nucledsido” quiere decir una glucosilamina que comprende una base nucleotidica y
un azucar. Los nucledsidos incluyen, pero no se limitan a, nucleésidos naturales, nucledsidos abasicos, nucledsidos
modificados y nucledsidos que tienen bases miméticas y/o grupos de azucar.

Como se usa aqui, el término “nuclestido” se refiere a una glucosilamina que comprende una base nucleotidica y un
azucar que tiene un grupo fosfato unido covalentemente al azicar. Los nucleétidos pueden estar modificados con
cualquiera de diversos sustituyentes.

Como se usa aqui, el término “base nucleotidica” se refiere a una porciéon de base de un nucleésido o nucleétido.
Una base nucleotidica puede comprender cualquier atomo o grupo de atomos capaces de unir el hidrogeno con una
base de otro acido nucleico.

Como se usa aqui, la expresion “resto de base heterociclica” se refiere a una base nucleotidica que comprende un
heterociclo.

Como se usa aqui, el término “desoxirribonucledtido” quiere decir un nucleétido que tiene un hidréogeno en la
posiciéon 2’ de la porciéon de azucar del nucleétido. Los desoxirribonucleétidos pueden estar modificados con
cualquiera de diversos sustituyentes.

Como se usa aqui, el término “ribonucledétido” quiere decir un nucleétido que tiene un hidroxi en la posicion 2’ de la
porcion de azucar del nucleétido. Los ribonucledtidos pueden estar modificados con cualquiera de diversos
sustituyentes.

Como se usa aqui, la expresion “compuesto oligomérico” se refiere a una estructura polimérica que comprende dos
0 mas subestructuras y que es capaz de hibridar con una regiéon de una molécula de acido nucleico. En ciertas
realizaciones, los compuestos oligoméricos son oligonucledsidos. En ciertas realizaciones, los compuestos
oligoméricos son oligonucledtidos. En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos son compuestos
antisentido. En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos son oligonucleétidos antisentido. En ciertas
realizaciones, los compuestos oligoméricos son compuestos antisentido cortos. En ciertas realizaciones, los
compuestos oligoméricos son oligonucleétidos antisentido cortos. En ciertas realizaciones, los compuestos
oligoméricos son oligonucleotidos quiméricos.

Como se usa aqui, el término “mondmero” se refiere a una unica unidad de un oligémero. Los mondmeros incluyen,
pero no se limitan a, nucledsidos y nucleétidos, naturales o modificados.

Como se usa aqui, “oligonucledsido” se refiere a un oligonucleétido en el que los enlaces internucleosidicos no
contienen un atomo de fésforo.

Como se usa aqui, el término “oligonucleotido” se refiere a una compuesto oligomérico que comprende una
pluralidad de nucleétidos unidos. En cierta realizacién se modifica uno o mas nucleétidos de un oligonucleétido. En
ciertas realizaciones, un oligonucleétido comprende acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN). En
ciertas realizaciones, los oligonucledtidos estan compuestos por bases nucleotidicas naturales y/o no naturales,
azucares y enlaces internucleotidicos covalentes y pueden ademas incluir conjugados de acidos no nucleicos.

Como se usa aqui, “enlace internucleotidico” se refiere a un enlace covalente entre nucleétidos adyacentes.

Como se usa aqui, “enlace monomérico” se refiere a un enlace covalente entre dos monémeros. Los enlaces
monomeéricos incluyen, pero no se limitan a, enlaces internucleotidicos y enlaces internucleosidicos.

Como se usa aqui, “enlace internucleotidico natural” se refiere a un enlace fosfodiéster 3’ a 5.

Como se usa aqui, el término “compuesto antisentido” se refiere a un compuesto oligomérico que es, al menos
parcialmente, complementario a una molécula de acido nucleico diana con la que hibrida. En ciertas realizaciones,
un compuesto antisentido modula (incrementa o disminuye) la expresion de un &acido nucleico diana. Los
compuestos antisentido incluyen, pero no se limitan a, compuestos que son oligonucledtidos, oligonucledsidos,
analogos de oligonucledtidos, miméticos de oligonucledtidos y combinaciones quiméricas de estos. En
consecuencia, aunque todos los compuestos antisentido son compuestos oligoméricos, no todos los compuestos
oligoméricos son compuestos antisentido.

Como se usa aqui, la expresion “oligonucledtido antisentido” se refiere a un compuesto antisentido que es un
oligonucledtido.

Como se usa aqui, la expresion “oligonucleétido antisentido parental” se refiere a un oligonucleétido de 20
nucledtidos de longitud que tiene una region de salto desoxi que tiene diez 2’-desoxirribonucledtidos, flanqueada por
una primera y una segunda region ala, teniendo cada una de ellas cinco 2'-O-(2-metoxietil)ribonucledtidos (un
gapmero 5-10-5 MOE) y que comprende la secuencia del compuesto antisentido corto correspondiente de que es
padre.
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Como se usa aqui, “compuesto antisentido corto” se refiere a un compuesto antisentido de alrededor de 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15 6 16 mondmeros de longitud. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene al menos una
modificacion de alta afinidad.

Como se usa aqui, la expresion “oligonucledtido antisentido corto” se refiere a un oligonucledtido antisentido de
alrededor de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 6 16 nucledtidos de longitud. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido
antisentido corto tiene al menos una modificacién de alta afinidad.

Como se usa aqui, la expresion “gapmero corto” se refiere a un oligonucleotido antisentido corto que tiene una
primera y una segunda region ala, teniendo cada una de ellas independientemente de 1 a 3 nucledtidos de longitud y
una region de salto de 2 a 14 bases nucleotidicas de longitud.

Como se usa aqui, el término “motivo” se refiere a un patron de nucledtidos no modificados y modificados en un
compuesto antisentido corto.

Como se usa aqui, la expresion “oligémero antisentido quimérico” se refiere a un compuesto oligomérico antisentido
que tiene al menos un azlcar, una base nucleotidica o un enlace internucleosidico que estd modificado
diferencialmente en comparacion con al menos otro azlcar, base nucleotidica o enlace internucleosidico dentro del
mismo compuesto oligomérico antisentido. El resto de los azicares, bases nucleotidicas y enlaces
internucleosidicos pueden estar modificados o no modificados independientemente, ser iguales o diferentes.

Como se usa aqui, la expresion “oligonucleétido antisentido quimérico” se refiere a un oligonucleétido antisentido
que tiene al menos un azlcar, una base nucleotidica o un enlace internucleosidico que estd modificado
diferencialmente en comparacion con al menos otro azlcar, base nucleotidica o enlace internucleosidico dentro del
mismo oligonucledtido antisentido. El resto de los azucares, bases nucleotidicas y enlaces internucleosidicos
pueden estar modificados o no modificados independientemente, ser iguales o diferentes.

Como se usa aqui, la expresion “oligonucledtido antisentido de estructura mixta” se refiere a un oligonucleétido
antisentido en el que al menos un enlace internucleosidico del oligonucledtido antisentido es diferente de al menos
otro enlace internucleotidico del oligonucledtido antisentido.

Como se usa aqui, el término “diana” se refiere a una proteina cuya modulacion se desea.
Como se usa aqui, la expresion “gen diana” se refiere a un gen que codifica una diana.

Como se usa aqui, las expresiones “acido nucleico diana” y “molécula de acido nucleico que codifica una diana” se
refieren a cualquier molécula de acido nucleico cuya expresion o actividad puede ser modulada por un compuesto
antisentido. Los acidos nucleicos diana incluyen, pero no se limitan a, ARN (incluidos, pero sin limitarse a, pre-
ARNm y ARNm o porciones de los mismos) transcritos a partir de ADN que codifica una diana, y, también, ADNc
derivado de dicho ARN, y ARNmi. Por ejemplo, el acido nucleico diana puede ser un gen celular (0 ARNm transcrito
a partir del gen), cuya expresion se asocia con un trastorno o estado de enfermedad concreto, o una molécula de
acido nucleico de un agente infeccioso.

Como se usa aqui, el término “dirigido” o “dirigido a” se refiere a la asociacion de un compuesto antisentido con una
molécula de acido nucleico diana concreta o una regién concreta de nucleétidos dentro de una molécula de acido
nucleico diana.

”

Como se usa aqui, la expresion “sitio diana en 5” se refiere al nucleétido de un acido nucleico diana que es
complementario al nucleétido mas en 5’ de un compuesto antisentido concreto.

”

Como se usa aqui, la expresion “sitio diana en 3” se refiere al nucleétido de un acido nucleico diana que es
complementario al nucleétido mas en 3’ de un compuesto antisentido concreto.

Como se usa aqui, la expresion “region diana” se refiere a una porcion de un acido nucleico diana con la que uno o
mas compuestos antisentido son complementarios.

Como se usa aqui, la expresion “segmento diana” se refiere una parte mas pequefia o subporciones de una region
dentro de un acido nucleico diana.

Como se usa aqui, la expresion “complementariedad con la base nucleotidica” se refiere a una base nucleotidica
que puede aparearse con otra base nucleotidica. Por ejemplo, en el ADN, la adenina (A) es complementaria de la
timina (T). Por ejemplo, en el ARN, la adenina (A) es complementaria del uracilo (U). En ciertas realizaciones, base
nucleotidica complementaria se refiere a una base nucleotidica de un compuesto antisentido que puede aparearse
con bases con una base nucleotidica de su acido nucleico diana. Por ejemplo, si una base nucleotidica en una
posicion determinada de un compuesto antisentido puede unirse por enlaces de hidrégeno a una base nucleotidica
en cierta posicion de un acido nucleico diana, la posicion del enlace de hidrégeno entre el nucledtido y el acido
nucleico diana se considera complementaria en dicho par de bases nucleotidicas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2471978 T3

Como se usa aqui, la expresiéon “base nucleotidica no complementaria” se refiere a un par de bases nucleotidicas
que no forman enlaces de hidrégeno entre si o, de otro modo, soportar hibridacién.

Como se usa aqui, el término “complementariedad” se refiere a la capacidad de un compuesto oligomérico para
hibridar con otro compuesto oligomérico o acido nucleico a través de complementariedad de base nucleotidica. En
ciertas realizaciones, un compuesto antisentido y su diana son complementarios entre si cuando un numero
suficiente de posiciones correspondientes en cada molécula estan ocupadas por bases nucleotidicas que se pueden
unir entre si para permitir una asociacion estable entre el compuesto antisentido y la diana. Un experto en la técnica
reconoce que la inclusién de faltas de coincidencia es posible sin eliminar la capacidad de los compuestos
oligoméricos para permanecer en asociacion. Por tanto, se describen aqui compuestos antisentido que pueden
comprender hasta alrededor de 20% de nucleétidos que estan desapareados (es decir, no son bases nucleotidicas
complementarias a los correspondientes nucleétidos de la diana). Preferiblemente, los compuestos antisentido no
contienen mas de alrededor de 15%, mas preferiblemente no mas de alrededor de 10%, mas preferiblemente no
mas de alrededor de 5% o ningun desapareamiento. Los nucleétidos restantes son bases nucleotidicas
complementarias o, por otro lado, no alteran la hibridacién (por ejemplo, bases universales). Un experto normal en la
técnica reconoceria que los compuestos proporcionados aqui son al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% complementarios a un acido
nucleico diana.

Como se usa aqui, el término “desapareamiento” se refiere a una base nucleotidica no complementaria en un
compuesto oligomérico complementario.

Como se usa aqui, “hibridacién” quiere decir el apareamiento de compuestos oligoméricos complementarios (por
ejemplo, un compuesto antisentido y su acido nucleico diana). Aunque no esta limitado a un mecanismo concreto, el
mecanismo mas habitual de apareamiento implica enlaces de hidrégeno que pueden ser enlaces de hidrogeno de
Watson-Crick, de Hoogsteen o de Hoogsteen inverso, entre nucledsidos o bases nucleotidicas complementarias
(bases nucleotidicas). Por ejemplo, la base natural adenina es una base nucleotidica complementaria a las bases
nucleotidicas naturales timidina y uracilo, que se aparean a través de la formacion de enlaces de hidrégeno. La base
natural guanina es una base nucleotidica complementaria de las bases naturales citosina y 5-metil-citosina. La
hibridacién se puede producir en varias circunstancias.

Como se usa aqui, la expresion “hibrida especificamente” se refiere a la capacidad de un compuesto oligomérico
para hibridar con un sitio en el acido nucleico con mayor afinidad que con la que hibrida con otro sitio en el acido
nucleico. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido hibrida especificamente con mas de un sitio diana.

Como se usa aqui, “disefiar’ o “disefiado” se refieren al procedimiento de disefiar un compuesto oligomérico que
hibrida especificamente con una molécula de acido nucleico seleccionado.

Como se usa aqui, el término “modulacion” se refiere a una perturbacion de la funcién o actividad cuando se
compara con el nivel de la funcion o actividad antes de la modulacion. Por ejemplo, modulaciéon incluye el cambio, un
incremento (estimulacion o induccién) o una disminucion (inhibicion o reduccion) de la expresion génica. Como
ejemplo adicional, la modulacion de la expresion puede incluir perturbar la seleccidn de un sitio de corte y empalme
del procesamiento de pre-ARNm.

Como se usa aqui, el término “expresion” se refiere a todas las funciones y etapas por las cuales la informacion
codificada en un gen se convierte en estructuras presentes y funcionando en una célula. Dichas estructuras
incluyen, pero no se limitan a, los productos de la transcripcion y la traduccion.

Como se usa aqui, “variante” se refiere a un transcrito de ARN alternativo que se puede producir a partir de la misma
region genomica del ADN. Variantes incluyen, pero no se limitan a, “variantes pre-ARNm” que son transcritos
producidos a partir del mismo ADN genémico que difieren de otros transcritos producidos a partir del mismo ADN
gendémico en su posicion de iniciacion o de terminaciéon y contienen secuencias intrénicas y exonicas. Variantes
también incluyen, pero no se limitan a, aquellas con uniones de corte y empalme alternativas o codones de iniciacion
y terminacion alternativos.

Como se usa aqui, “mondémero modificado de alta afinidad” se refiere a un monémero que tiene al menos una base
nucleotidica modificada, un enlace internucleosidico o un resto de azlcar, cuando se compara con monémeros
naturales, de modo que la modificacién aumenta la afinidad de un compuesto antisentido que comprende el
monomero de alta afinidad por su acido nucleico diana. Las modificaciones de alta afinidad incluyen, pero no se
limitan a, mondmeros (por ejemplo, nucledsidos y nucleétidos), que comprenden azucares modificados en 2’.

” ”

Como se usa aqui, la expresiéon “modificado en 2" o “sustituido en 2" quiere decir un azdcar que comprende un
sustituyente en la posicion 2’ distinto a H u OH. Los mondmeros modificados en 2’ incluyen, pero no se limitan a,
BNA y mondémeros (por ejemplo, nucledsidos y nucleétidos) con sustituyentes en 2, tal como alilo, amino, azido, tio,
O-alilo, O-alquilo C4-C1o, -OCF3, 0O-(CH2)>-O-CHs, 2-O(CH2)2SCH3, O-(CH2)2-O-N(Rm)(Rn), u O-CH2-C(=0)-
N(Rm)(Rn), en los que cada Ry y R, es, independientemente, H o alquilo C4-C+o sustituido o no sustituido. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden un monémero modificado en 2’ que no tiene la formula
2’-O(CHz)nH, en la que n es de uno a seis. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden
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un monoémero modificado en 2’ que no tiene la formula 2-OCHjs. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido
cortos comprenden un monémero modificado en 2’ que no tiene la formula o, en la alternativa, 2’-O(CH2),OCHs.

Como se usa aqui, la expresion “acido nucleico biciclico” o “BNA” o “nucledsido biciclico” o “nucledétido biciclico” se
refiere a un nucleosido o nucleétido en el que la porcion furanosa del nucledsido incluye un puente que conecta dos
atomos de carbono sobre el anillo de furanosa, formando de este modo un sistema de anillo biciclico.

Como se usa aqui, a menos que se indique lo contrario, la expresion “metilenoxi BNA” solo se refiere a B-D-
metilenoxi BNA.

Como se usa aqui, el término “MOE” se refiere al sustituyente 2’-metoxietilo.

Como se usa aqui, el término “gapmero” se refiere a un compuesto oligomérico quimérico que comprende una
region central (un “salto”) y una region en cualquiera de los lados de la region central (las “alas”), en la que el salto
comprende al menos una modificacion que es diferente de la de cada ala. Dichas modificaciones incluyen
modificaciones en la base nucleotidica, el enlace monomeérico y el azucar, asi como la ausencia de modificacion (sin
modificar). Por tanto, en ciertas realizaciones, los enlaces nucleotidicos en cada una de las alas son diferentes de
los enlaces nucleotidicos en el salto. En ciertas realizaciones, cada ala comprende nucleétidos con modificaciones
de alta afinidad y el salto comprende nucleétidos que no comprenden dicha modificacion. En ciertas realizaciones,
los nucledtidos en el salto y los nucleétidos en las alas comprenden todos ellos modificaciones de alta afinidad, pero
las modificaciones de alta afinidad en el salto son diferentes de las modificaciones de alta afinidad en las alas. En
ciertas realizaciones, las modificaciones en las alas son las mismas entre si. En ciertas realizaciones, las
modificaciones en las alas son diferentes entre si. En ciertas realizaciones, los nucleétidos en el salto no estan
modificados, y los nucleétidos en las alas estan modificados. En ciertas realizaciones, la(s) modificacion(es) en cada
ala son las mismas. En ciertas realizaciones, la(s) modificacion(es) en un ala son diferentes de la(s) modificacion(es)
en las otras alas. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos son gapmeros que tienen 2’-
desoxinucleétidos en el salto y nucledtidos con modificaciones de alta afinidad en el ala.

Como se usa aqui, el término “profarmaco” se refiere a un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva
que se convierte en una forma activa (es decir, el farmaco) dentro del cuerpo o las células del mismo por accion de
enzimas enddgenas u otros productos quimicos y/o condiciones.

Como se usa aqui, el término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales de compuestos activos que
conservan la actividad biolégica deseada del compuesto activo y que no producen efectos toxicoldgicos indeseados.

Como se usa aqui, la expresion “estructura caperuza” o “resto caperuza terminal’ se refiere a modificaciones
quimicas que se han incorporado en cualquier extremo de un compuesto antisentido.

Como se usa aqui, el término “prevencion” se refiere a retrasar o impedir el inicio o desarrollo de una afeccién o
enfermedad durante un periodo de tiempo que va desde horas a dias, preferiblemente de semanas a meses.

Como se usa aqui, el término “mejora” se refiere a una disminucion de al menos un indicador de la gravedad de una
afeccion o enfermedad. La gravedad de los indicadores se puede determinar mediante medidas subjetivas u
objetivas que son conocidas para los expertos en la técnica.

Como se usa aqui, el término “tratamiento” se refiere a administrar una composicién de la invencion para efectuar
una alteracién o mejora de la afeccion o enfermedad. La prevenciéon, mejora y/o tratamiento puede requerir la
administracion de multiples dosis a intervalos regulares, o antes del inicio de la afeccion o enfermedad, para alterar
el curso de la enfermedad o afeccién. Ademas, se puede usar un Unico agente en un unico individuo para cada
prevencion, mejora y tratamiento de una afeccion o enfermedad de forma secuencial o concurrente.

Como se usa aqui, la expresion “agente farmacéutico” se refiere a una sustancia que proporciona un beneficio
terapéutico cuando se administra a un sujeto.

Como se usa aqui, la expresidon “cantidad terapéuticamente eficaz’ se refiere a una cantidad de un agente
farmacéutico que proporciona un beneficio terapéutico a un animal.

Como se usa aqui, “administrar” significa proporcionar un agente farmacéutico a un animal e incluye, pero no se
limita a, la administraciéon por un profesional médico y la autoadministracion.

Como se usa aqui, el término “co-administracion” se refiere a la administracion de dos o mas agentes farmacéuticos
a un animal. Los dos o mas agentes farmacéuticos pueden estar en una Unica composicion farmacéutica o pueden
estar en composiciones farmacéuticas distintas. Cada uno de los dos o mas agentes farmacéuticos se puede
administrar por la misma via de administracién o por vias diferentes. La co-administracién abarca la administracion
en paralelo o secuencial.

Como se usa aqui, la expresién “composicion farmacéutica” se refiere a una mezcla de sustancias adecuadas para
administrar a un individuo. Por ejemplo, una composicion farmacéutica puede comprender un oligonucleétido
antisentido y una disolucion acuosa estéril.
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Como se usa aqui, el término “individuo” se refiere a un ser humano o a un animal no humano seleccionado para el
tratamiento o terapia.

Como se usa aqui, el término “animal” se refiere a un ser humano o animal no humano, incluyendo, pero sin
limitarse a, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos y primates no humanos, incluyendo, pero sin limitarse a,
monos y chimpancés.

Como se usa aqui, el término “sujeto” se refiere a un animal, incluido, pero sin limitarse a, el ser humano, al que se
administra una composicién farmacéutica.

Como se usa aqui, el término “duracion” se refiere al periodo de tiempo durante el cual se continda una actividad o
acontecimiento. En ciertas realizaciones, la duraciéon del tratamiento es el periodo de tiempo durante el cual se
administran las dosis de un agente farmacéutico.

Como se usa aqui, la expresion “administracion parenteral” se refiere a la administracion mediante inyeccion o
infusion. La administracion parenteral incluye, pero no se limita a, administracion subcutanea, administracion
intravenosa, o administracion intramuscular.

Como se usa aqui, la expresion “administracion subcutanea” se refiere a la administracion justo debajo de la piel.
“Administracion intravenosa” significa administracion en una vena.

Como se usa aqui, el término “dosis” se refiere a una cantidad especificada de un agente farmacéutico
proporcionada en una Unica administracion. En ciertas realizaciones, una dosis se puede administrar en dos o mas
bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, en las que se desea la administracion
subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen que no se acomoda facilmente mediante una Unica inyeccion. En
dichas realizaciones, se pueden usar dos o mas inyecciones para alcanzar la dosis deseada. En ciertas
realizaciones, una dosis se puede administrar en dos 0 mas inyecciones para minimizar la reaccion en el punto de
inyeccion en un individuo.

Como se usa aqui, la expresion “unidad de dosificacion” se refiere a una forma en la que se proporciona un agente
farmacéutico. En ciertas realizaciones, una unidad de dosificacion es un vial que comprende oligonucleétido
antisentido liofilizado. En ciertas realizaciones, una unidad de dosificacion es un vial que comprende oligonucleétido
antisentido reconstituido.

Como se usa aqui, la expresion “agente farmacéutico” se refiere a una sustancia que proporciona un beneficio
terapéutico cuando se administra a un individuo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones un oligonucleétido antisentido
es un agente farmacéutico.

Como se usa aqui, la expresion “ingrediente farmacéutico activo” se refiere a la sustancia en una composicion
farmacéutica que proporciona un efecto deseado.

Como se usa aqui, la expresidon “cantidad terapéuticamente eficaz’ se refiere a una cantidad de un agente
farmacéutico que proporciona un beneficio terapéutico a un individuo. En ciertas realizaciones, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto antisentido es la cantidad que necesita administrarse para tener como
resultado un beneficio observable.

Como se usa aqui, el término “hipercolesterolemia” se refiere a una afeccion caracterizada por niveles elevados de
colesterol en suero.

Como se usa aqui, el término “hiperlipidemia” se refiere a una afeccién caracterizada por niveles elevados de lipidos
en suero.

Como se usa aqui, el término “hipertrigliceridemia” se refiere a una afeccién caracterizada por niveles elevados de
triglicéridos en suero.

Como se usa aqui, el término “hipercolesterolemia no familiar” se refiere a una afeccién caracterizada por niveles
elevados de colesterol que no es el resultado de una Unica mutacién génica hereditaria.

Como se usa aqui, la expresion “hipercolesterolemia poligénica” se refiere a una afeccion caracterizada por niveles
elevados de colesterol que es el resultado de la influencia de diversos factores genéticos. En ciertas realizaciones, la
hipercolesterolemia poligénica se puede exacerbar por la ingesta de lipidos en la dieta.

Como se usa aqui, la expresion “hipercolesterolemia familiar (HF)” se refiere a un trastorno metabdlico dominante
autosémico caracterizado por una mutacion en el gen del receptor de LDL (LDL-R), niveles marcadamente elevados
de LDL-C e inicio prematuro de aterosclerosis. Un diagndstico de hipercolesterolemia familiar se realiza cuando un
individuo cumple uno o mas de los criterios siguientes: pruebas genéticas que confirman 2 genes mutados del
receptor de LDL; pruebas genéticas que confirman un gen mutado del receptor de LDL; historial documentado de
LDL-colesterol en suero sin tratar superior a 500 mg/dl; xantoma tendinoso y/o cutaneo antes de los 10 afios de
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edad: o ambos padres presentan niveles elevados de LDL-colesterol en suero documentados antes de la terapia
hipolipemiante consistente con hipercolesterolemia familiar heterocigética.

Como se usa aqui, la expresion “hipercolesterolemia familiar homocigética” o “HFHo” se refiere a una afeccion
caracterizada por una mutacion en el gen de LDL-R tanto materno como paterno.

Como se usa aqui, la expresion “hipercolesterolemia familiar heterocigética” o “HFHe” se refiere a una afeccion
caracterizada por una mutacién en el gen de LDL-R materno o paternos.

Como se usa aqui, la expresion “dislipidemia mixta” se refiere a una afeccion caracterizada por niveles elevados de
colesterol en suero y niveles elevados de triglicéridos en suero.

Como se usa aqui, la expresion “dislipidemia diabética” o “diabetes de tipo Il con dislipidemia” se refiere a una
afeccion caracterizada por diabetes de tipo Il, niveles reducidos de HDL-C, niveles elevados de triglicéridos en suero
y niveles elevados de particulas de LDL pequefias densas.

Como se usa aqui, la expresion “equivalentes de riesgo de “CPC” se refiere a indicadores de enfermedad
aterosclerdtica clinica que confieren un riesgo elevado de cardiopatia coronaria. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, los equivalentes de riesgo de CPC incluyen, sin limitaciones, cardiopatia coronaria clinica,
enfermedad de las arterias carétidas sintomatica, enfermedad arterial periférica y/o aneurisma adrtico abdominal.

Como se usa aqui, la expresion “enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA”) se refiere a una afeccion
caracterizada por la inflamacion grasa del higado que no se debe a un abuso del consumo de alcohol (por ejemplo,
consumo de alcohol de mas de 20 g/dia). En ciertas realizaciones, la EHGNA esta relacionada con la resistencia a la
insulina y el sindrome metabdlico.

Como se usa aqui, la expresion “esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)” se refiere a una afeccion caracterizada por
la inflamacion y la acumulacion de grasa y tejido fibroso en el higado que no se debe a un abuso del consumo de
alcohol. EHNA es una forma extrema de la EHGNA.

Como se usa aqui, la expresion “factores de riesgo principales” se refiere a factores que contribuyen a un alto riesgo
de una enfermedad o afeccidon concreta. En ciertas realizaciones, los factores principales de riesgo de cardiopatia
coronaria incluyen, sin limitacion, tabaquismo, hipertension, niveles bajos de HDL-C, antecedentes familiares de
cardiopatia coronaria y la edad.

Como se usa aqui, el término “factores de riesgo de CPC” se refiere a equivalentes de riesgo de CPC y factores de
riesgo principales.

Como se usa aqui, la expresidon “cardiopatia coronaria (CPC)” se refiere a un estrechamiento de los vasos
sanguineos pequefios que suministran sangre y oxigeno al corazén, que a menudo da como resultado
aterosclerosis.

Como se usa aqui, la expresion “riesgo reducido de cardiopatia coronaria” se refiere a una reduccion de la
probabilidad de que un individuo desarrolle cardiopatia coronaria. En ciertas realizaciones, una reduccioén del riesgo
de cardiopatia coronaria se mide por una mejora en uno o mas factores de riesgo de CPC, por ejemplo una
disminucion de los niveles de LDL-C.

Como se usa aqui, el término “aterosclerosis” se refiere a un endurecimiento de las arterias que afecta a las arterias
de tamafio grande y medio y que se caracteriza por la presencia de depdsitos de grasa. Los depdsitos de grasa se
denominan “ateromas” o “placas”, que consisten principalmente en colesterol y oftras grasas, calcio y tejido
cicatricial, y dafios en el revestimiento de las arterias.

Como se usa aqui, la expresion “historial de cardiopatia coronaria” se refiere a la aparicién de cardiopatia coronaria
clinicamente evidente en el historial médico de un individuo o un miembro de la familia del individuo.

Como se usa aqui, la expresion “cardiopatia coronaria de inicio precoz” se refiere a un diagnostico de cardiopatia
coronaria antes de los 50 afios de edad.

Como se usa aqui, la expresion “individuo intolerante a estatinas” se refiere a un individuo que, como resultado de la
terapia con estatinas, experimenta uno o mas incrementos de la creatinina cinasa, anomalias en las pruebas de
funcién hepatica, dolores musculares o efectos secundarios en el sistema nervioso central.

Como se usa aqui, el término “eficacia” se refiere a la capacidad para producir un efecto deseado. Por ejemplo, la
eficacia de una terapia hipolipemiante puede ser la reduccién en la concentracion de uno o mas de LDL-C, VLDL-C,
IDL-C, no-HDL-C, ApoB, lipoproteina(a), o triglicéridos.

Como se usa aqui, la expresion “perfil de seguridad aceptable” se refiere a un patron de efectos secundarios que
esta dentro de los limites clinicamente aceptables.
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Como se usa aqui, la expresion “efectos secundarios” se refiere a respuestas fisioldgicas atribuibles a un tratamiento
aparte de los efectos deseados. En ciertas realizaciones, los efectos secundarios incluyen, sin limitaciones,
reacciones en el sitio de la inyeccion, anomalias en las pruebas de funcién hepatica, anomalias en la funcion renal,
toxicidad hepatica, toxicidad renal, anomalias en el sistema nervioso central y miopatias. Por ejemplo, incrementos
en los niveles de aminotransferasas en suero pueden indicar toxicidad hepatica o anomalias en la funcién hepatica.
Por ejemplo, incrementos en los niveles de bilirrubina pueden indicar toxicidad hepatica o anomalias en la funcion
hepatica.

Como se usa aqui, la expresion “reaccion en el sitio de la inyeccion” se refiere a inflamacién o enrojecimiento
anormal de la piel en el punto de inyeccion en un individuo.

Como se usa aqui, la expresion “cumplimiento del individuo” se refiere a la adhesién a una terapia recomendada o
prescrita por un individuo.

Como se usa aqui, la expresion “terapia hipolipemiante” se refiere a un régimen terapéutico proporcionado a un
individuo para reducir uno o mas lipidos en un individuo. En ciertas realizaciones, se proporciona una terapia
hipolipemiante para reducir uno o mas de ApoB, colesterol total, LDL-C, VLDL-C, IDL-C, no-HDL-C, triglicéridos,
particulas de LDL pequefias densas y Lp(a) en un individuo.

Como se usa aqui, la expresion “agente hipolipemiante” se refiere a un agente farmacéutico proporcionado a un
individuo para alcanzar una disminucion de los niveles de lipidos en el individuo. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, se proporciona a un individuo un agente hipolipemiante para reducir uno o mas de ApoB, LDL-C,
colesterol total y triglicéridos.

Como se usa aqui, la expresion “LDL-C diana” se refiere a un nivel de LDL-C que se desea tras la terapia
hipolipemiante.

Como se usa aqui, el término “cumplimiento” se refiere a la adhesién a una terapia recomendada por parte de un
individuo.

Como se usa aqui, la expresion “terapia recomendada” se refiere a un régimen terapéutico recomendado por un
profesional médico para el tratamiento, mejora o prevencién de una enfermedad.

Como se usa aqui, la expresion “actividad baja del receptor de LDL” se refiere a la actividad del receptor de LDL que
no es lo suficientemente alta como para mantener niveles clinicamente aceptables de LDL-C en la corriente
sanguinea.

Como se usa aqui, la expresiéon “desenlace cardiovascular’ se refiere a la aparicion de acontecimientos
cardiovasculares adversos principales.

Como se usa aqui, la expresion “desenlace cardiovascular mejorado” se refiere a una reduccion de la aparicion de
acontecimientos cardiovasculares adversos principales o del riesgo de los mismos. Ejemplos de acontecimientos
cardiovasculares adversos principales incluyen, sin limitaciones, muerte, reinfarto, ictus, shock cardiogénico, edema
pulmonar, parada cardiaca y arritmia ventricular.

Como se usa aqui, la expresion “marcadores sustitutos del desenlace cardiovascular’ se refiere a los indicadores
indirectos de acontecimientos cardiovasculares adversos o del riesgo de los mismos. Por ejemplo, marcadores
sustitutos del desenlace cardiovascular incluyen el espesor de la media intima de la carétida (CIMT). Otro ejemplo
de un marcador sustituto del desenlace cardiovascular incluye el tamafio del ateroma. El tamafio del ateroma se
puede determinar mediante ultrasonidos intravasculares (USIV).

Como se usa aqui, la expresion “incremento de los niveles de HDL-C” se refiere a un incremento de los niveles de
HDL-C en suero en un individuo a lo largo del tiempo.

Como se usa aqui, el término “hipolipemiante” se refiere a una reducciéon de uno o mas lipidos en suero en un
individuo a lo largo del tiempo.

Como se usa aqui, la expresion “trastorno metabdlico” se refiere a una afeccién caracterizada por una alteracion o
interrupcion de la funcion metabolica. “Metabdlica/o” y “metabolismo” son términos bien conocidos en la técnica, y
generalmente incluyen toda la gama de procesos bioquimicos que se producen dentro de un organismo vivo.
Trastornos metabodlicos incluyen, pero no se limitan a, hiperglucemia, prediabetes, diabetes (de tipo | y de tipo ),
obesidad, resistencia a la insulina y sindrome metabadlico.

Como se usa aqui, la expresion “sindrome metabdlico” se refiere a una combinacién de factores de riesgo
cardiovascular lipidicos y no lipidicos de origen metabdlico. Se ha vinculado estrechamente con el trastorno
metabolico generalizado conocido como resistencia a la insulina. El Panel de Tratamiento de adultos Il (ATP IIl) del
Programa Nacional educativo sobre colesterol de EE.UU. (NCEP) establecié criterios para el diagndstico del
sindrome metabdlico cuando estan presentes tres o mas de cinco determinantes de riesgo. Los cinco determinantes
de riesgo son obesidad abdominal, definida como una circunferencia de la cintura superior a 102 cm para varones o
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superior a 88 cm para mujeres, niveles de triglicéridos superiores o iguales a 150 mg/dl, niveles de HDL-colesterol
inferiores a 40 mg/dl para varones e inferiores a 50 mg/dl para mujeres, presion arterial superior o igual a 130/85
mmHg y niveles de glucosa en ayunas superiores o iguales a 110 mg/dl. Estos determinantes se pueden medir
facilmente en la practica clinica (JAMA, 2001, 285: 2486-2497).

El término “alquilo” tal como se usa aqui, se refiere a un radical de hidrocarburo saturado lineal o ramificado que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono. Ejemplos de grupos alquilo incluyen, pero no se limitan a, metilo,
etilo, propilo, butilo, isopropilo, n-hexilo, octilo, decilo, dodecilo y similares. Tipicamente, los grupos alquilo incluyen
de 1 a alrededor de 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 1 a alrededor de 12 atomos de carbono (alquilo C+-
C12) siendo mas preferidos con de 1 a alrededor de 6 atomos de carbono. La expresion “alquilo inferior’, como se
usa aqui, incluye de 1 a alrededor de 6 atomos de carbono. Los grupos alquilo, como se usan aqui pueden incluir,
opcionalmente, uno o mas grupos sustituyentes adicionales.

El término “alquenilo”, como se usa aqui, se refiere a un radical hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono. Ejemplos de
grupos alquenilo incluyen, pero no se limitan a, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2-buten-1-ilo, dienos tales como
1,3-butadieno y similares. Tipicamente, los grupos alquenilo incluyen de 2 a alrededor de 24 atomos de carbono,
mas tipicamente de 2 a alrededor de 12 atomos de carbono, siendo mas preferidos de 2 a alrededor de 6 atomos de
carbono. Los grupos alquenilo, como se usan aqui, pueden incluir, opcionalmente, uno o mas grupos sustituyentes
adicionales.

El término “alquinilo”, como se usa aqui, se refiere a un radical hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Ejemplos de
grupos alquinilo incluyen, pero no se limitan a, etinilo, 1-propinilo, 1-butinilo y similares. Tipicamente, los grupos
alquinilo incluyen de 2 a alrededor de 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 2 a alrededor de 12 atomos de
carbono, siendo mas preferidos de 2 a alrededor de 6 atomos de carbono. Los grupos alquinilo, como se usan aqui,
pueden incluir, opcionalmente, uno o0 mas grupos sustituyentes adicionales.

El término “aminoalquilo”, como se usa aqui, se refiere a un radical alquilo sustituido con amino. Con este término se
quiere incluir grupos alquilo C+-C+2 que tienen un sustituyente amino en cualquier posicién, y en el que el grupo
alquilo une el grupo aminoalquilo a la molécula parental. Las porciones alquilo y/o amino del grupo aminoalquilo
pueden estar adicionalmente sustituidas con grupos sustituyentes.

El término “alifatico”, como se usa aqui, se refiere a un radical hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono, en el que la saturacion entre dos atomos de carbono cualesquiera es
un enlace sencillo, doble o triple. Preferiblemente, un grupo alifatico contiene de 1 a alrededor de 24 atomos de
carbono, mas tipicamente de 1 a alrededor de 12 atomos de carbono, siendo mas preferidos de 1 a alrededor de 6
atomos de carbono. La cadena lineal o ramificada de un grupo alifatico puede interrumpirse con uno o mas
heteroatomos que incluyen nitrégeno, oxigeno, azufre o foésforo. Dichos grupos alifaticos interrumpidos por
heteroatomos incluyen, sin limitaciones, polialcoxis, tales como polialquilenglicoles, poliaminas y poliiminas. Los
grupos alifaticos como se usan aqui pueden incluir, opcionalmente, grupos sustituyentes adicionales.

El término “aliciclico” o “aliciclilo” se refiere a un sistema de anillo ciclico en el que el anillo es alifatico. El sistema de
anillo puede comprender uno o mas anillos de los que al menos un anillo es alifatico. Aliciclicos preferidos incluyen
anillos que tienen de alrededor de 5 a alrededor de 9 atomos de carbono en el anillo. Los grupos aliciclicos, como se
usan aqui, pueden incluir, opcionalmente, grupos sustituyentes adicionales.

El término “alcoxi”, como se usa aqui, se refiere a un radical formado entre un grupo alquilo y un atomo de oxigeno,
en el que el atomo de oxigeno se usa para unir el grupo alcoxi a una molécula parental. Ejemplos de grupos alcoxi
incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, n-butoxi, sec-butoxi, terc—butoxi, n-pentoxi,
neopentoxi, n-hexoxi y similares. Los grupos alcoxi como se usan aqui pueden incluir, opcionalmente, grupos
sustituyentes adicionales.

Los términos “halo” y “halégeno”, como se usan aqui, se refieren a un atomo seleccionado de fluor, cloro, bromo y
yodo.

Los términos “arilo” y “aromatico” como se usa aqui se refieren a radicales de sistemas de anillo carbociclicos mono-
o policiclicos que tienen uno o mas anillos aromaticos. Ejemplos de grupos arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo,
naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, indenilo y similares. Sistemas de anillo de arilo preferidos tienen de alrededor de 5
a alrededor de 20 atomos de carbono en uno o mas anillos. Grupos arilo, como se usa aqui, pueden incluir
opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Los términos “aralquilo” y “arilalquilo” como se usan aqui se refieren a un radical formado entre un grupo alquilo y un
grupo arilo, en el que el grupo alquilo se usa para unir el grupo aralquilo a una molécula parental. Ejemplos incluyen,
pero no se limitan a, bencilo, fenetilo y similares. Grupos aralquilo, como se usa aqui, pueden incluir opcionalmente
grupos sustituyentes adicionales unidos al alquilo, al arilo o a ambos grupos que forman el grupo radical.
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La expresion “radical heterociclico”, como se usa aqui, se refiere a un sistema de anillo mono- o poli-ciclico radical
que incluye al menos un heteroatomo y esta insaturado, parcialmente saturado o completamente saturado,
incluyendo asi grupos heteroarilo. Heterociclico también implica que incluye sistemas de anillo condensados en los
que uno o mas de los anillos condensados contienen al menos un heteroatomo y los otros anillos pueden contener
uno o mas heteroatomos u opcionalmente no contienen heteroatomos. Un grupo heterociclico incluye tipicamente al
menos un atomo seleccionado de azufre, nitrdgeno u oxigeno. Ejemplos de grupos heterociclicos incluyen,
[1,3]dioxolano, pirrolidinilo, pirazolinilo, pirazolidinilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo,
oxazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo, quinoxalinilo, piridazinonilo, tetrahidrofurilo y
similares. Grupos heterociclicos, como se usa aqui, pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Los términos “heteroarilo” y “heteroaromatico”, como se usan aqui, se refieren a un radical que comprende un anillo
aromatico mono- o poli-ciclico, sistema de anillo o sistema de anillo condensado en el que al menos uno de los
anillos es aromatico e incluye uno o mas heteroatomos. Heteroarilo también implica que incluye sistemas de anillo
condensados que incluyen sistemas en los que uno o mas de los anillos condensados no contienen heteroatomos.
Grupos heteroarilo tipicamente incluyen un atomo de anillo seleccionado de azufre, nitrégeno u oxigeno. Ejemplos
de grupos heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo,
tiazolilo, oxazolilo, isooxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo, bencimidazolilo,
benzooxazolilo, quinoxalinilo y similares. Los radicales heteroarilo se pueden unir directamente a una molécula
parental o un resto de enlace tal como un grupo alifatico o heteroatomo. Grupos heteroarilo, como se usa aqui,
pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término “heteroarilalquilo”, como se usa aqui, se refiere a un grupo heteroarilo como se ha definido previamente
que tiene un radical alquilo que puede unir el grupo heteroarilalquilo a una molécula parental. Ejemplos incluyen,
pero no se limitan a, piridinilmetilo, pirimidiniletilo, naftiridinilpropilo y similares. Grupos heteroarilalquilo, como se usa
aqui, pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales sobre una o ambas de las porciones de
heteroarilo o alquilo.

La expresidon “estructura mono- o policiclica’, como se usa aqui, incluye todos los sistemas de anillo que son
individuales o policiclicos que tienen anillos que estan condensados o ligados, e implica que incluye sistemas de
anillo individuales y mixtos individualmente seleccionados de alifatico, aliciclico, arilo, heteroarilo, aralquilo,
arilalquilo, heterociclico, heteroarilo, heteroaromatico, heteroarilalquilo. Tales estructuras mono- y policiclicas pueden
contener anillos que son uniformes o que tienen grados variables de saturacién que incluyen completamente
saturados, parcialmente saturados o completamente insaturados. Cada anillo puede comprender atomos de anillo
seleccionados de C, N, O y S para dar lugar a anillos heterociclicos, ademas de anillos que sélo comprenden
atomos de anillo de C que pueden estar presentes en un motivo mixto tal como, por ejemplo, bencimidazol en el que
un anillo sélo tiene atomos de anillo de carbono, y el anillo condensado tiene dos atomos de nitrégeno. Las
estructuras mono- o policiclicas pueden estar adicionalmente sustituidas con grupos sustituyentes tales como, por
ejemplo, ftalimida que tiene dos grupos =O unidos a uno de los anillos. En otro aspecto, estructuras mono- o
policiclicas pueden unirse a una molécula parental directamente mediante un atomo de anillo, mediante un grupo
sustituyente o un resto de enlace bifuncional.

El término “acilo”, como se usa aqui, se refiere a un radical formado mediante eliminaciéon de un grupo hidroxilo de
un acido organico y tiene la férmula general -C(O)-X en la X es normalmente alifatico, aliciclico o aromatico.
Ejemplos incluyen carbonilos alifaticos, carbonilos aromaticos, sulfonilos alifaticos, sulfinilos aromaticos, sulfinilos
alifaticos, fosfatos aromaticos, fosfatos alifaticos y similares. Grupos acilo como se usa aqui pueden incluir
opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término “hidrocarbilo” incluye grupos que comprenden C, O y H. Se incluyen grupos lineales, ramificados y
ciclicos que tienen cualquier grado de saturacion. Tales grupos hidrocarbilo pueden incluir uno o mas heteroatomos
seleccionados de N, O y S, y pueden estar adicionalmente mono- o polisustituidos con uno o mas grupos
sustituyentes.

Los términos “sustituyente” y “grupo sustituyente”, como se usan aqui, incluyen grupos que tipicamente se afiaden a
otros grupos o compuestos parentales para potenciar propiedades deseadas o dar efectos deseados. Los grupos
sustituyentes pueden protegerse o no protegerse y pueden afiadirse a un sitio disponible o a muchos sitios
disponibles en un compuesto parental. Los grupos sustituyentes también pueden estar adicionalmente sustituidos
con otros grupos sustituyentes y pueden unirse directamente o mediante un grupo de enlace tal como un grupo
alquilo o hidrocarbilo a un compuesto parental. Tales grupos incluyen, sin limitacion, halégeno, hidroxilo, alquilo,
alquenilo, alquinilo, acilo (-C(O)Raa), carboxilo (-C(O)O-Raa), grupos alifaticos, grupos aliciclicos, alcoxi, oxo
sustituido (-O-Raa), arilo, aralquilo, heterociclico, heteroarilo, heteroarilalquilo, amino (-NRpsRcc), imino (=NRppb),
amido (-C(O)NRpbsRec 0 -M(Rob)C(O)Raa), azido (-Ns), nitro (-NO3), ciano (-CN), carbamido (-OC(O)NRppRec 0 -
N(Rbb)C(O)ORaa), ureido (-N(Rbb)C(O)NRbbRCC), tioureido (-N(Rbb)C(S)NRbbRCC), guanidinilo (-N(Rbb)C(=NRbb)RbbRcc),
amidinilo (-C(=NRbb)NRbbRcc o —N(Rbb)C(NRbb)Raa), tiol (-SRbb), sulfinilo (-S(O)Rbb), sulfonilo (-S(O)szb),
sulfonamidilo (-S(O)2NRpsRec 0 -N(Rpb)S(O)2Rep) y grupos conjugados. En las que cada Raa, Rop ¥ R €s,
independientemente, H, un grupo funcional quimico opcionalmente ligado u otro grupo sustituyente incluyendo una
lista preferida, sin limitaciéon H, alquilo, alquenilo, alquinilo, alifatico, alcoxi, acilo, arilo, aralquilo, heteroarilo, aliciclico,
heterociclico y heteroarilalquilo.
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B. Ciertos compuestos oligoméricos

En ciertas realizaciones se desea modificar quimicamente compuestos oligoméricos, en comparacion con
oligdbmeros que se producen naturalmente, tales como ADN o ARN. Ciertas de tales modificaciones alteran la
actividad del compuesto oligomérico. Ciertas de tales modificaciones quimicas pueden alterar la actividad, por
ejemplo: aumentando la afinidad de un compuesto antisentido por su acido nucleico diana, aumentando su
resistencia a una o mas nucleasas y/o alterando la farmacocinética o distribucién en tejido del compuesto
oligomérico. En ciertos casos, el uso de quimicas que aumentan la afinidad de un compuesto oligomérico por su
diana puede permitir el uso de compuestos oligoméricos mas cortos.

1. Ciertos monémeros

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos comprenden uno o mas monémeros modificados. En ciertas
de tales realizaciones, los compuestos oligoméricos comprenden uno o mas monémeros de alta afinidad. En ciertas
realizaciones, tal monémero de alta afinidad se selecciona de mondmeros (por ejemplo, nucledsidos y nucleotidos)
que comprenden azucares modificados en 2’ que incluyen, pero no se limitan a: BNA y monémeros (por ejemplo,
nucledsidos y nucleétidos) con sustituyentes en 2’ tales como alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-alquilo C4-C1g, -
OCF3, O-(CH2)2-O-CHs, 2’-O(CHz2)2SCH3, O-(CH2)2-O-N(Rm)(Rn) u O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), en los que cada Ry y Ry
es, independientemente, H o alquilo C+-C+o sustituido o sin sustituir.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos que incluyen, pero no se limitan a, compuestos antisentido
cortos de la presente descripcidon, comprenden uno o mas monoémeros de alta afinidad, siempre que el compuesto
oligomérico no comprenda un nucleétido que comprende 2'-O(CHz)H, en la que n es uno a seis.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos que incluyen, pero no se limitan a, compuestos antisentido
cortos de la presente descripcion, comprenden uno o mas monoémeros de alta afinidad, siempre que el compuesto
oligomérico no comprenda un nucleétido que comprende 2-OCHs 0 2'-O(CHz),OCHs.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos que incluyen, pero no se limitan a, compuestos antisentido
cortos de la presente descripcion, comprenden uno o mas monoémeros de alta afinidad, siempre que el compuesto
oligomérico no comprenda a-L-metilenoxi (4’-CH2-O-2")-BNA.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos que incluyen, pero no se limitan a, compuestos antisentido
cortos de la presente descripcion, comprenden uno o mas monoémeros de alta afinidad, siempre que el compuesto
oligomérico no comprenda B-D-metilenoxi (4’-CH2-O-2')-BNA.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos que incluyen, pero no se limitan a, compuestos antisentido
cortos de la presente descripcion, comprenden uno o mas monoémeros de alta afinidad, siempre que el compuesto
oligomérico no comprenda a-L-metilenoxi (4'-CH;-O-2')-BNA o B-D-metilenoxi (4’-CH2-O-2')-BNA.

a. Ciertas bases nucleotidicas

La porcién de base natural de un nucleédsido es, tipicamente una base heterociclica. Las dos clases mas habituales
de dichas bases heterociclicas son las purinas y las pirimidinas. Para los nucledsidos que incluyen un azicar de
pentofuranosilo, un grupo fosfato se puede unir al resto hidroxilo en 2’, 3’ 0 5’ del aztcar. Al formar oligonucleétidos,
los grupos fosfato unen covalentemente a los nucledsidos adyacentes entre si para formar un compuesto polimérico
lineal. Dentro de los oligonucleétidos, normalmente se hace referencia a los grupos fosfato como formadores de la
estructura internucleotidica del oligonucleétido. El enlace natural o estructura de ARN y de ADN es un enlace
fosfodiéster 3’ a 5'.

Ademas de las bases nucleotidicas “no modificadas” o “naturales”, tal como las bases nucleotidicas de purina
adenina (A) y guanina (G), y las bases nucleotidicas de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U), muchas bases
nucleotidicas modificadas o miméticos de bases nucleotidicas conocidas para los expertos en la técnica son
susceptibles con los compuestos descritos aqui. En ciertas realizaciones, una base nucleotidica modificada es una
base nucleotidica que es bastante similar en estructura a la base nucleotidica parental, tal como, por ejemplo, 7-
desaza purina, una 5-metilcitosina o una pinza G. En ciertas realizaciones, los miméticos de las bases nucleotidicas
incluyen estructuras mas complicadas, tales como, por ejemplo, un mimético de una base nucleotidica de fenoxacina
triciclica. Los métodos para la preparacién de las bases nucleotidicas modificadas indicadas anteriormente son bien
conocidos por los expertos en la técnica.

b. Ciertos azuicares

Los compuestos oligoméricos descritos aqui pueden comprender uno 0 mas monémeros, incluyendo un nucledsido
o nucledtido, que tiene un resto de azicar modificado. Por ejemplo, el anillo de azucar de furanosilo de un
nucledsido se puede modificar de diversas maneras, incluyendo, pero sin limitarse a, la adicion de un grupo
sustituyente, en puente de dos atomos de anillo no germinales, para formar un acido biciclico-nucleico (BNA).
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En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos comprenden uno o mas monémeros que es un BNA. En
ciertas realizaciones, los BNA incluyen, pero no se limitan a, (A) a-L-metilenoxi (4-CH>-O-2') BNA, (B) B-D-
metilenoxi (4-CH2-0O-2’) BNA, (C) etilenoxi (4’-(CH2).-O-2) BNA, (D) aminooxi (4-CH2>-O-N(R)-2’) BNA y (E)
oxiamino (4’-CH2-N(R)-O-2’) BNA, como se representa en la Figura 1.

J@ Feamie
" ‘R
(D) (E)

Figura 1. Ciertas estructuras BNA

En ciertas realizaciones, los compuestos de BNA incluyen, pero no se limitan a, compuestos que tienen al menos un
puente entre la posicion 4’ y la posicion 2’ del azlcar, en los que cada uno de los puentes comprende de forma
independiente de 1 o de 2 a 4 grupos de unién seleccionados de forma independiente de -[C(R1)(R2)]», -
C(R1)=C(Rz2)-, -C(R1)=N-, -C(=NR1)-, -C(=0)-~, -C(=S)-, -O-, -Si(R1)2, -S(=0)x- y -N(R1)-;

en los que:
xes0,1,062;
nes1,2, 364;

cada Ry y Rz es, de forma independiente, H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C4-C12, alquilo C4-C12
sustituido, alquenilo C,-C12, alquenilo C,-C12 sustituido, alquinilo C,-C12, alquinilo C>-C+» sustituido, arilo Cs-
Coo, arilo Cs-Cyo sustituido, radical heterociclo, radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido,
radical aliciclico Cs-Cy, radical aliciclico Cs-C7 sustituido, haldégeno, OJ1, NJ1Jz, SJ4, N3, COOJ4, acilo (C(=0)-
H), acilo sustituido, CN, sulfonilo (S(=0)2-J1) o sulfoxilo (S(=0)-J1); y

cada J1y J es, de forma independiente, H, alquilo C1-C12, alquilo C4-Cs2 sustituido, alquenilo C2-C+2, alquenilo
C,-C12 sustituido, alquinilo C2-C12, alquinilo C2-C12 sustituido, arilo Cs-Cyg, arilo Cs-Cyp sustituido, acilo (C(=0)-
H), acilo sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, aminoalquilo C+-C+2, aminoalquilo
C1-C12 sustituido o un grupo protector.

En una realizacion, cada uno de los puentes o los compuestos de BNA es, de forma independiente, -[C(R1)(R2)]n-, -
[C(R1)(R2)]n-O-, -C(R1R2)-N(R1)-O- o -C(R1R2)-O-N(R1)-. En oftra realizacion, cada uno de dichos puentes es, de
forma independiente, 4’-(CH,)-2’, 4'-(CH3)2-2', 4’-(CH2)3-2’, 4'-CH»-0-2’, 4’-(CH,)2-0-2’, 4'-CH2-O-N(R+)-2’' y 4’-CH2-
N(R1)-O-2'-, en el que cada R1 es, de forma independiente, H, un grupo protector o alquilo C4-Ci2.

Ciertos BNA se han preparado y descrito en la bibliografia de patentes, asi como en la bibliografia cientifica (Singh
et al., Chem. Commun., 1998, 4, 455-456; Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630; Wahlestedt et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2000, 97, 5633-5638; Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222;
documento WO 94/14226; documento WO 2005/021570; Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039;
Ejemplos de patentes de EE.UU. presentadas y solicitudes publicadas que describen BNAs incluyen, por ejemplo,
las patentes de EE.UU. n®® 7.053.207; 6.268.490; 6.770.748; 6.794.499; 7.034.133; y 6.525.191; y las publicaciones
pre-concesién de EE.UU. n® 2004-0171570; 2004-0219565; 2004-0014959; 2003-0207841; 2004-0143114; y
20030082807 .

Aqui también se describen BNAs en los que el grupo 2’-hidroxilo del anillo de aztcar ribosilo esta unido al atomo de
carbono en 4’ del anillo de azucar, formando de este modo un enlace metilenoxi (4'-CH,-O-2') para formar el resto de
azucar bicilico (Revisado en Elayadi et al., Curr. Opinion Invens. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch et al., Chem.
Biol., 2001, 81-7; y Orum et al., Curr. Opinion Mol. Ther., 2001, 3, 239-243; véase también las patentes de EE.UU.:
6.268.490 y 6.670.461). El enlace puede ser un grupo metileno (-CHz2-) que forma un puente entre el atomo de
oxigeno en 2’ y el atomo de carbono en 4’, para los que el término metilenoxi (4’-CH»-O-2’) BNA se usa para el resto
biciclico; en el caso de que haya un grupo etileno en esta posicion se usa el término etilenoxi (4’-CH2CH»-O-2’) BNA
(Singh et al., Chem. Commun., 1998, 4, 455-456: Morita et al., Bioorganic Medicinal Chemistry, 2003, 11, 2211-
2226). El metilenoxi (4'-CH»-O-2’) BNA y otros analogos del azucar biciclico muestran estabilidades térmicas del
duplex muy altas con complementariedad de ADN y ARN (Tm = +3 a +10°C), estabilidad frente a la degradacion 3'-
exonucleolitica y buenas propiedades de solubilidad. Se han descrito potentes oligonucledtidos antisentido no
toxicos que comprenden BNAs (Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2000, 97, 5633-5638).

Un isémero de metilenoxi (4’-CH»-O-2') BNA que también se ha tratado es alfa-L-metilenoxi (4’-CH2-O-2") BNA, que
se ha demostrado que tiene una estabilidad superior contra una 3’-exonucleasa. Los alfa-L-metilenoxi (4’-CH2-0-2’)
BNA se incorporaron en gapmeros y quimeras antisentido, que mostraron una potente actividad antisentido (Frieden
et al., Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372).

15



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2471978 T3

Se han descrito la sintesis y preparacion de los monémeros de metilenoxi (4’-CH,-O-2) BNA adenina, citosina,
guanina, 5-metil-citosina, timina y uracilo, junto con su oligomerizacion y las propiedades de reconocimiento de
acidos nucleicos (Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). También se han descrito BNAs y su
preparacion en los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226.

También se han preparado analogos de metilenoxi (4’-CH»-O-2") BNA, fosforotioato-metilenoxi (4’-CH»-O-2") BNA y
2'-tio-BNAs (Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). También se ha descrito la preparacion de
analogos nucleosidicos bloqueados que comprenden duplex de oligodesoxirribonucleodtidos como sustratos para las
acido nucleico polimerasas (Wengel et al., documento WO 99/14226). Ademas, en la técnica se ha descrito la
sintesis de 2’-amino-BNA, un nuevo analogo oligonucleotidico de alta afinidad restringido por conformacién (Singh et
al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039). Ademas, se han preparado 2’-amino- y 2’-metilamino-BNA, y se ha
informado previamente la estabilidad térmica de sus duplex con cadenas de ARN y ADN complementarias.

Los restos de azucares modificados son muy conocidos y pueden usarse para alterar, tipicamente incrementar, la
afinidad del compuesto antisentido por su diana y/o incrementar la resistencia a nucleasas. Una lista representativa
de azucares modificados preferidos incluye, pero no se limita a, azicares modificados biciclicos (BNA), incluyendo
metilenoxi (4’-CH2-O-2') BNA y etilenoxi (puente de 4’-(CH.),-O-2’) BNA; azlcares sustituidos, especialmente
azucares sustituidos en 2’ que tienen un grupo sustituyente 2’-F, 2-OCHs; o 2-O (CH).-OCHgs; y azucares
modificados en 4’-tio. Los azucares también pueden reemplazarse con grupos miméticos de azucar, entre otros. Los
métodos para las preparaciones de azucares modificados son muy conocidos para aquellos expertos en la técnica.
Algunas patentes y publicaciones representativas que ensefian la preparacion de dichos azucares modificados
incluyen, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. n°*: 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878;
5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053;
5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; 5.792.747; 5.700.920; 6.531.584; y 6.600.032; y el documento WO
2005/121371.

En ciertas realizaciones, BNA incluyen nucledsidos biciclicos que tienen la férmula:
VA ‘5‘\
?

T,

Qm

en la que:
Bx es un resto de base heterociclica;
T4 es H o un grupo protector de hidroxilo;
T, es H, un grupo protector de hidroxilo o un grupo de fésforo reactivo;

Z es alquilo C+-Cs, alquenilo C,-Cg, alquinilo C»-Cs, alquilo C4-Cs sustituido, alquenilo C,-Cs sustituido,
alquinilo C,-Cs sustituido, acilo, acilo sustituido, o amida sustituida.

En una realizacion, cada uno de los grupos sustituidos esta, de forma independiente, mono o polisustituido con
grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados de forma independiente de halégeno, oxo, hidroxilo,
0J1, NJ1d2, SJ4, N3, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ+J2 y CN, en los que cada uno de J1, J2 y J3 es, de forma
independiente, H o alquilo C4-Cs y X es O, S o NJs.

En ciertas de estas realizaciones, cada uno de los grupos sustituidos esta, de forma independiente, mono o
polisustituido con grupos sustituyentes seleccionados de forma independiente de halégeno, oxo, hidroxilo, OJ,
NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)Js y NJ3C(=X)NJ1J2, en los que cada uno de J1, J2 y J3 es, de forma independiente, H, alquilo
C1-Cs 0 alquilo C4-Cs sustituido y X es O o NJs.

En ciertas realizaciones, el grupo Z es alquilo C+-Cs sustituido con uno o mas X*, en el que cada X* es, de forma
independiente, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J> o CN; en los que cada uno de J1, J2 y J3
es, de forma independiente, H o alquilo C1-Cs y X es O, S o NJ1. En otra realizacioén, el grupo Z es alquilo C4-Csg
sustituido con uno o mas X%, en la que cada X" es, de forma independiente halo (por ejemplo, fltior), hidroxilo, alcoxi
(por ejemplo, CH30-), alcoxi o azido sustituido.

En ciertas realizaciones, el grupo Z es -CH.X*, en el que X* es OJi, NJiJz, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1Ja,
NJ3C(=X)NJ1J2 o CN; en los que cada uno de J1, J2 y J3 es, de forma independiente, H o alquilo C1-Cesy X es O, S o
NJi. En otra realizacién, el grupo Z es CH.X*, en el que X* es halo (por ejemplo, flior), hidroxilo, alcoxi (por ejemplo,
CH30-) o azido.

En ciertas de estas realizaciones, el grupo Z esta en la configuracion (R).

16



10

15

20

25

ES 2471978 T3

Z\\. SN
?

T,

Om

En ciertas de estas realizaciones, el grupo Z esta en la configuracion (S).

z 0

50,)
/

En ciertas realizaciones, cada T1 y T2 es un grupo protector de hidroxilo. Una lista preferida de grupos protectores de
hidroxilo incluye bencilo, benzoilo, 2,6-diclorobencilo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, mesilato, tosilato,
dimetoxitritilo (DMT), 9-fenilxantina-9-ilo (Pixilo) y 9-(p-metoxifenilo)xantina-9-ilo (MOX). En ciertas realizaciones, T4
es un grupo protector de hidroxilo seleccionado de acetilo, bencilo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo y dimetoxitritilo,
en los que un grupo protector de hidroxilo mas preferido es Ty es 4,4’-dimetoxitritilo.

En ciertas realizaciones, T» es un grupo de fosforo reactivo en el que los grupos de fésforo reactivos preferidos
incluyen diisopropilcianoetoxi fosforoamidito y H-fosfonato. En ciertas realizaciones, T1 es 4,4’-dimetoxitritilo y T» es
diisopropilcianoetoxi fosforoamidito.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos tienen al menos un monémero de la férmula:

:

pog

z ad 0

/,

o de la férmula:

o de la férmula:

en las que
Bx es un resto de base heterociclica;

T3 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo de unién internucleosidica
unido a un nucleosido, un nucleoétido, un oligonucledsido, un oligonucleétido, una subunidad monomeérica o un
compuesto oligomérico;

T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo de unién internucleosidica
unido a un nucleosido, un nucleoétido, un oligonucledsido, un oligonucleétido, una subunidad monomeérica o un
compuesto oligomérico;

en las que al menos uno de Tz y T4 es un grupo de unidn internucleosidica unido a un nucledsido, un
nucledtido, un oligonucledsido, un oligonucleétido, una subunidad monomérica o un compuesto oligomérico; y
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Z es alquilo C+-Cs, alquenilo C,-Cg, alquinilo C»-Cs, alquilo C4-Cs sustituido, alquenilo C,-Cs sustituido,
alquinilo C,-Cs sustituido, acilo, acilo sustituido o amida sustituida.

En una realizacion, cada uno de los grupos sustituidos esta, de forma independiente, mono o polisustituido con
grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados de forma independiente de halégeno, oxo, hidroxilo,
0J1, NJid2, SJ4, N3, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ+J2 y CN, en los que cada uno de J1, J2 y J3 es, de forma
independiente, H o alquilo C4-Cs y X es O, S o NJ..

En una realizacion, cada uno de los grupos sustituidos esta, de forma independiente, mono o polisustituido con
grupos sustituyentes seleccionados de forma independiente de halégeno, oxo, hidroxilo, OJi, NJ1J2, SJ1, Ns,
OC(=X)J1y NJ3C(=X)NJ1J2, en los que cada uno de J1, J2 y J3 es, de forma independiente, H o alquilo C4-Cs y X es
Oo NJ1.

En ciertas de estas realizaciones, al menos un Z es alquilo C¢-Cs 0 alquilo C¢-Cs sustituido. En ciertas realizaciones,
cada Z es, de forma independiente, alquilo C4-Cs 0 alquilo C1-Cs sustituido. En ciertas realizaciones, al menos un Z
es alquilo C+-Cs. En ciertas realizaciones, cada Z es, de forma independiente, alquilo C+-Ce. En ciertas realizaciones,
al menos un Z es metilo. En ciertas realizaciones, cada Z es metilo. En ciertas realizaciones, al menos un Z es etilo.
En ciertas realizaciones, cada Z es etilo. En ciertas realizaciones, al menos un Z es alquilo C4-Cs sustituido. En
ciertas realizaciones, cada Z es, de forma independiente, alquilo C4-Cs sustituido. En ciertas realizaciones, al menos
un Z es metilo sustituido. En ciertas realizaciones, cada Z es metilo sustituido. En ciertas realizaciones, al menos un
Z es etilo sustituido. En ciertas realizaciones, cada Z es etilo sustituido.

En ciertas realizaciones, al menos un grupo sustituyente es alcoxi C1-Cg (por ejemplo, al menos un Z es alquilo C-
Cs sustituido con uno o mas alcoxi C1-Cg). En otra realizacion, cada grupo sustituyente es, de forma independiente,
alcoxi C4-Cs (por ejemplo, cada Z es, de forma independiente, alquilo C4-Cs sustituido con uno o mas alcoxi C4-Ce).

En ciertas realizaciones, al menos un grupo sustituyente alcoxi C4-Cs es CH3O- (por ejemplo, al menos un Z es
CH3OCHo>-). En ofra realizacion, cada grupo sustituyente alcoxi C4-Cgs es CH3O- (por ejemplo, cada Z es CH3OCHa-).

En ciertas realizaciones, al menos un grupo sustituyente es halégeno (por ejemplo, al menos un Z es alquilo C4-Cg
sustituido con uno o mas halégenos). En ciertas realizaciones, cada grupo sustituyente es, de forma independiente,
halégeno (por ejemplo, cada Z es, de forma independiente, alquilo C+-Cg sustituido con uno o mas halégenos). En
ciertas realizaciones, al menos un grupo sustituyente halégeno es fluor (por ejemplo, al menos un Z es CH,FCH>-,
CHF2CH,- o CF3CH>-). En ciertas realizaciones, cada grupo sustituyente halégeno es fldor (por ejemplo, cada Z es,
de forma independiente, CH,FCHz-, CHF2CHa- o CF3CH>-).

En ciertas realizaciones, al menos un grupo sustituyente es hidroxilo (por ejemplo, al menos un Z es alquilo C4-Cs
sustituido con uno o mas hidroxilos). En ciertas realizaciones, cada grupo sustituyente es, de forma independiente,
hidroxilo (por ejemplo, cada Z es, de forma independiente, alquilo C4-Cg sustituido con uno o mas hidroxilos). En
ciertas realizaciones, al menos un Z es HOCH,-. En otra realizacién, cada Z es HOCH.-.

En ciertas realizaciones, al menos un Z es CHs-, CH3CH,-, CH,OCH3s-, CH,F- o HOCH,-. En ciertas realizaciones,
cada Z es, de forma independiente, CH3-, CH3CH,-, CH,OCHs-, CH2F- 0o HOCH>-.

En ciertas realizaciones, al menos un grupo Z es alquilo C4-Ce sustituido con uno o mas X*, en el que cada X* es, de
forma independiente, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 0 CN; en los que cada uno de J4,
J2 y Js es, de forma independiente, H o alquilo C+-Cs y X es O, S o NJ1. En otra realizacion, al menos un grupo Z es
alquilo C4-Cs sustituido con uno o mas X*, en el que cada X* es, de forma independiente, halo (por ejemplo, fluor,
alcoxi (por ejemplo, CH30-) o azido.

En ciertas realizaciones, cada grupo Z es, de forma independiente, alquilo C1-Cs sustituido con uno o mas X*, en el
que cada X* es, de forma independiente, OJ1, NJ1Jz, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ+J2 0 CN; en los
que cada uno de J1, J2 y J3 es, de forma independiente, H o alquilo C1-Cs y X es O, S o NJi. En otra realizacion,
cada grupo Z es, de forma independiente, alquilo C1-Cs sustituido con uno o mas X, en el que cada X* es, de forma
independiente halo (por ejemplo, fltor), hidroxilo, alcoxi (por ejemplo, CHz0-) o azido.

En ciertas realizaciones, al menos un grupo Z es -CH.X*, en el que X* es OJ1, NJiJ2, SJi, N3, OC(=X)Js,
OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 o CN; en los que cada uno de J1, J2 y J3 es, de forma independiente, H o alquilo C1-Csg
y X es O, S o NJ1. En ciertas realizaciones, al menos un grupo Z es CH.X*, en el que X* es halo (por ejemplo, flior),
hidroxilo, alcoxi (por ejemplo, CH3z0-) o azido.

En ciertas realizaciones, cada grupo Z es, de forma independiente, -CH,X, en el que X* es, de forma independiente,
0J1, NJ1d2, Sd4, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3sC(=X)NJ+1J2 o CN; en los que cada uno de J4, J2 y J3 es, de forma
independiente, H o alquilo C4-Cs y X es O, S o NJ4. En otra realizacion, cada grupo Z es, de forma independiente,
CHxX*, en el que X* es, de forma independiente, halo (por ejemplo, flior), hidroxilo, alcoxi (por ejemplo, CH30-) o
azido.

En ciertas realizaciones, al menos un Z es CHs-. En otra realizacién, cada Z es CHs-.
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En ciertas realizaciones, el grupo Z de al menos un monémero esta en la configuraciéon (R) representada por la

férmula:
g}\j
Z )
o la férmula:
5
o la férmula:

En ciertas realizaciones, el grupo Z de cada mondmero de la férmula esta en la configuracion (R).

En ciertas realizaciones, el grupo Z de al menos un mondémero esta en la configuracion (S) representada por la
10 férmula:

o la férmula:

o la férmula:

15

En ciertas realizaciones, el grupo Z de cada mondmero de la férmula esta en la configuracion (S).

En ciertas realizaciones, cada Tz es H o un grupo protector de hidroxilo. En ciertas realizaciones, cada T4 es H o un
grupo protector de hidroxilo. En una realizacion adicional, T3 es un grupo de unién internucleosidica unido a un
nucledsido, nucledtido o una subunidad monomérica. En ciertas realizaciones, Ts es un grupo de union
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internucleosidica unido a un nucledsido, nucleétido o una subunidad monomérica. En ciertas realizaciones, T3 es un
grupo de unién internucleosidica unido a un oligonucledsido o a un oligonucleétido. En ciertas realizaciones, T4 es un
grupo de unién internucleosidica unido a un oligonucleésido o a un oligonucleétido. En ciertas realizaciones, T3 es un
grupo de unién internucleosidica unido a un compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, T4 es un grupo de
union internucleosidica unido a un compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, al menos uno de Tz y Ta4
comprende un grupo de unién internucleosidica seleccionado de fosfodiéster o fosforotioato.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos tienen al menos una regién de al menos dos mondmeros
contiguos de la formula:

o de la férmula:

o de la férmula:

En ciertas realizaciones, el compuesto oligomérico comprende al menos dos regiones de al menos dos monémeros
contiguos de la férmula anterior. En ciertas realizaciones, el compuesto oligomérico comprende un compuesto
oligomérico con salto. En ciertas realizaciones, el compuesto oligomérico comprende al menos una region de
alrededor de 8 a alrededor de 14 nucledsidos B-D-2’-desoxirribofuranosilo contiguos. En ciertas realizaciones, el
compuesto oligomérico comprende al menos una region de alrededor de 9 a alrededor de 12 nucleosidos B-D-2'-
desoxirribofuranosilo contiguos.

En ciertas realizaciones, los mondémeros incluyen miméticos de azucar. En ciertas de estas realizaciones, se usa un
mimético en lugar del aztcar o de la combinacién azucar-union internucleosidica, y la base nucleotidica se mantiene
por hibridacién a una diana seleccionada. Ejemplos representativos de miméticos de azucar incluyen, pero no se
limitan a, ciclohexenilo o morfolino. Ejemplos representativos de un mimético para una combinacién de azicar-union
internucleosidica incluyen, pero no se limitan a, acidos nucleicos peptidicos (PNA) o grupos morfolino unidos por
enlaces aquirales sin carga. En algunos casos se usa un mimético en lugar de la base nucleotidica. Miméticos de
bases nucleotidicas representativos son bien conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, analogos de
fenoxacina triciclica y bases universales (Berger et al., Nuc Acid Res. 2000, 28:2911-14). Los métodos para la
sintesis de azucar, nucledsidos y miméticos de bases nucleotidicas son bien conocidos para los expertos en la
técnica.

3. Enlaces monomeéricos

Aqui se describen grupos ligadores que unen mondémeros (incluidos, pero sin limitarse a, nucledsidos y nucledtidos
modificados y no modificados), formando de este modo un compuesto oligomérico. Las dos clases principales de
grupos de union se definen por la presencia o ausencia de un atomo de fosforo. Enlaces representativos que
contienen fosforo incluyen, pero no se limitan a, fosforodiésteres (P=0), fosforotriésteres, metilfosfonatos,
fosforoamidato y fosforotioatos (P=S). Grupos de unién que no contienen fésforo representativos incluyen, pero no
se limitan a, metilenmetilimino (-CH2-N(CH3)O-CH-), tiodiéster (-O-C(O)-S-), tionocarbamato (-O-C(O)(NH)-S-);
siloxano (-O-Si(H)2-O-); y N,N’-dimetilhidrazina (-CH2-N(CHs)-N(CHj3)-). Los compuestos oligoméricos que tienen
grupos de unidn sin fosforo se denominan oligonucledsidos. Se pueden usar enlaces modificados, en comparacion
con los enlaces fosfodiéster naturales, para alterar, tipicamente aumentar, la resistencia a la nucleasa del
compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, se pueden preparar enlaces que tienen un atomo quiral, como
mezclas racémicas en forma de enantidmeros separados. Enlaces quirales representativos incluyen, pero no se
limitan a, alquilfosfonatos y fosforotioatos. Los métodos para la preparacion de enlaces que contienen fésforo y que
no contienen fésforo son bien conocidos por los expertos en la técnica.
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Los compuestos oligoméricos descritos aqui contienen uno o mas centros asimétricos y pueden, por tanto, dar lugar
a enantiomeros, diasteredmeros y otras configuraciones estereoisoméricas que pueden definirse en términos de
estereoquimica absoluta como (R) o (S), a o B, tal como para anémeros de azucar, o como (D) o (L), tal como para
aminoacidos. Incluidos en los compuestos antisentido proporcionados aqui estan todos estos posibles isémeros, asi
como sus formas racémicas y 6pticamente puras.

4. Compuestos oligoméricos

En ciertas realizaciones, se proporcionan aqui compuestos oligoméricos que tienen grupos de fosforo reactivos
utiles para formar enlaces, incluyendo, por ejemplo, enlaces internucleosidicos fosfodiéster y fosforotioato. Los
métodos de preparacion y/o purificacion de precursores o compuestos oligoméricos no son una limitacion de las
composiciones o métodos descritos aqui. Los métodos para la sintesis y purificaciéon de compuestos oligoméricos,
incluyendo ADN, ARN, oligonucledtidos, oligonucledsidos y compuestos antisentido son bien conocidos por los
expertos en la técnica.

En general, los compuestos oligoméricos comprenden una pluralidad de subunidades monoméricas unidas mediante
grupos de union. Ejemplos no limitantes de compuestos oligoméricos incluyen cebadores, sondas, compuestos
antisentido, oligonucledtidos antisentido, oligonucleétidos de secuencias de guia externas (SGE), empalmadotes
alternativos y ARNsi. Como tales, estos compuestos se pueden introducir en forma monocatenaria, bicatenaria,
circular, ramificada o en horquilla y pueden contener elementos estructurales tales como protuberancias o bucles.
Compuestos oligoméricos bicatenarios pueden ser dos hebras hibridadas para formar compuestos bicatenarios o
una sola hebra con suficiente autocomplementariedad para permitir la hibridacion y la formaciéon de un compuesto
completamente o parcialmente bicatenario.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona compuestos oligoméricos quiméricos. En ciertas de estas
realizaciones, los compuestos oligoméricos quiméricos son oligonucleétidos quiméricos. En ciertas de estas
realizaciones, los oligonucleétidos quiméricos comprenden nucleétidos modificados de forma diferente. En ciertas
realizaciones, los oligonucleétidos quiméricos son oligonucledtidos antisentido de estructura mixta.

En general, un compuesto oligomérico quimérico tendra nucledsidos modificados que pueden estar en posiciones
aisladas o agrupados en regiones que definiran un motivo concreto. Cualquier combinacion de modificaciones y/o
grupos miméticos puede comprender un compuesto oligomérico quimérico, tal como se describe aqui.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos quiméricos tipicamente comprenden al menos una region
modificada de modo que confieren un incremento de la resistencia a la degradacion por nucleasas, incremento de la
captacion celular y/o incremento de la afinidad de unién por el acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, una
region adicional del compuesto oligomérico puede servir como sustrato para las enzimas capaces de escindir
ARN:ADN o hibridos ARN:ARN. A modo de ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra
de ARN de un duplex ARN:ADN. Por tanto, la activacion de la RNasa H da lugar a la escision del ARN diana, de
modo que se potencia considerablemente la eficiencia de la inhibicion de la expresion génica. En consecuencia, a
menudo se pueden obtener resultados comparables con compuestos oligoméricos mas cortos cuando se usan
quimeras, en comparacion con, por ejemplo, fosforotioato desoxioligonucleotidos que hibridan con la misma region
diana. La escision del ARN diana se puede detectar de forma rutinaria mediante electroforesis en gel y, en caso
necesario, técnicas asociadas de hibridacion de acidos nucleicos conocidas en la técnica.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos quiméricos son gapmeros. En ciertas realizaciones, los
compuestos quiméricos son compuestos antisentido cortos. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido
cortos son gapmeros. En ciertas de estas realizaciones, un oligémero antisentido de estructura mixta tiene un tipo de
enlace internucleotidico en una o ambas alas y un tipo diferente de enlaces internucleotidicos en el salto. En ciertas
de estas realizaciones, el oligbmero antisentido de estructura mixta tiene enlaces fosfodiéster en las alas y enlaces
fosforotioato en el salto. En ciertas realizaciones en las que el enlace internucleotidico en un ala es diferente del
enlace internucleotidico en el salto, el enlace internucleotidico que une dicha ala y el salto es el mismo que el enlace
internucleotidico del ala. En ciertas realizaciones en las que el enlace internucleotidico en un ala es diferente del
enlace internucleotidico en el salto, el enlace internucleotidico que une dicha ala y el salto es el mismo que el enlace
internucleotidico del salto.

C. Ciertos compuestos antisentido cortos

Se describen aqui compuestos antisentido de 8 a 16, preferiblemente de 9 a 15, mas preferiblemente de 9 a 14, mas
preferiblemente de 10 a 14 nucledtidos de longitud. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos
tienen una longitud de 9 a 14 nucledtidos. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen una
longitud de 10 a 14 nucledtidos. En ciertas realizaciones, dichos compuestos antisentido cortos son
oligonucleotidicos antisentido cortos.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden una o mas modificaciones quimicas. En
ciertas de estas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden al menos un nucleétido modificado.
En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden al menos dos o mas nucledtidos
modificados. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden al menos un enlace
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internucleotidico modificado. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos son oligonucleétidos de
estructura mixta. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos son oligonucleétidos quiméricos. En
ciertas realizaciones, los oligonucledtidos antisentido cortos se modifican de forma uniforme. En ciertas
realizaciones, los oligonucledtidos antisentido cortos comprenden modificaciones seleccionadas de forma
independiente en cada base nucleotidica y en cada enlace.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos son gapmeros cortos. En ciertas de estas realizaciones,
los gapmeros cortos comprenden al menos una modificacion de alta afinidad en una o mas alas del compuesto. En
ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden de 1 a 3 modificaciones de alta afinidad en
cada ala. En ciertas realizaciones, las modificaciones de alta afinidad de los compuestos antisentido cortos permiten
una afinidad por la diana similar, o incluso mayor, a la afinidad por la diana de compuestos antisentido mas largos.
En ciertas realizaciones, los nucleétidos modificados de alta afinidad son nucleétidos modificados con azucar.
Dichos nucleétidos modificados con azucar incluyen aquellos que comprenden un puente entre las posiciones 4’y 2’
del azucar. Las modificaciones de alta afinidad ejemplares incluyen, pero no se limitan a, BNA y otras modificaciones
en 2, tal como 2’-MOE. En una realizacion alternativa de la invencion, la modificaciéon de alta afinidad no es un
nucledtido modificado con azucar 2'-O-(CHz),H (n = 1-6). En una realizacién alternativa adicional, el nucleétido
modificado de alta afinidad no es un nucleétido 2-OCH3s o un 2-OCH,CH,OCHs. En ciertas realizaciones, los
nucledétidos modificados de alta afinidad confieren un T, de al menos 1, al menos 1,5, al menos 2, al menos 2,5, al
menos 3,0, al menos 3,5 o al menos 4,0 grados por nucledtido. En la técnica se sabe que algunas modificaciones
nucleotidicas de alta afinidad aumentan la toxicidad. Como se muestra aqui, los compuestos antisentido cortos que
tienen un numero limitado (en general de 2 a 6) de modificaciones de alta afinidad muestran poco o ningin aumento
de toxicidad, pero conservan o aumentan la afinidad por el ARN diana, al tiempo que también reducen
significativamente la expresion del ARN diana. Los compuestos antisentido cortos de la invencion pueden
comprender, opcionalmente, un grupo conjugado, tal como, por ejemplo, colesterol o Cy.

1. Ciertas alas

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden un ala en 5’ y/o un ala en 3’. En dichas
realizaciones, las caracteristicas del ala en 3’ y las caracteristicas del ala en 5 se seleccionan de forma
independiente. Por tanto, en dichas realizaciones, el nimero de monémeros en el ala 5’ y el nUmero de mondémeros
(longitud) en el ala 3’ pueden ser iguales o pueden ser diferentes; las modificaciones, si las hay, en el ala 5° pueden
ser las mismas que las modificaciones, si las hay, en el ala 3’, o dichas modificaciones, si las hay, pueden ser
diferentes; y los enlaces monoméricos en el ala 5’ y los enlaces monoméricos en el ala 3' pueden ser iguales o
pueden ser diferentes.

En ciertas realizaciones, un ala comprende uno, dos o tres monémeros (es decir, tiene una longitud de 1, 2 6 3). En
ciertas realizaciones, los monémeros de un ala estan modificados. En ciertas de tales realizaciones, los monémeros
del ala estan modificados para incrementar la afinidad del compuesto antisentido por su acido nucleico diana. En
ciertas realizaciones, los mondmeros de un ala son nucledsidos o nucleétidos. En ciertas de tales realizaciones, los
nucledsidos o nucleétidos del ala comprenden una modificaciéon en 2. En ciertas de tales realizaciones, los
monoémeros (nucledsidos o nucledtidos) del ala son BNA. En ciertas de tales realizaciones, los monoémeros del ala
se seleccionan de a-L-metilenoxi (4'-CH,0-2’) BNA, B-D-metilenoxi (4’-CH20-2") BNA, etilenoxi 4’-(CH2)2-O-2") BNA,
aminooxi (4’-CH2-O-N(R)-2’) BNA y oxiamino (4-CH2-N(R)-O-2’) BNA. En ciertas realizaciones, los monémeros de
un ala comprenden un sustituyente en la posicion 2’ seleccionado de alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-alquilo C4-Cio,
-OCF3, O-(CH2)2-O-CHs, 2’-O(CH2)2SCH3, O-(CH2)2-O-N(Rm)(Rn) y O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), en los que cada R y R,
es, de forma independiente, H o alquilo C+-C+o sustituido o no sustituido. En ciertas realizaciones, los monémeros de
un ala son nucleétidos 2’MOE.

En ciertas realizaciones, los enlaces monoméricos en un ala son enlaces internucleotidicos naturales. En ciertas
realizaciones, los enlaces monoméricos en un ala son enlaces internucleotidicos no naturales o enlaces
internucleosidicos. En ciertas de tales realizaciones, los enlaces monoméricos en el ala son mas resistentes a una o
mas nucleasas que los enlaces internucleotidicos naturales. En ciertas de tales realizaciones, los enlaces
monomeéricos en el ala son enlaces fosforotioato (P=S). En ciertas realizaciones en las que un ala tiene mas de un
enlace monomeérico, los enlaces monoméricos son iguales entre si. En ciertas realizaciones en las que un ala tiene
mas de un enlace monomérico, los enlaces monoméricos son diferentes entre si.

Un experto en la técnica reconocera que las caracteristicas y modificaciones tratadas anteriormente pueden usarse
en cualquier combinacion para preparar un ala. La tabla a continuacién proporciona ejemplos no limitantes que
muestran como se podria preparar un ala seleccionando un cierto nimero de monémeros, modificaciones
monomeéricas (si las hay) y enlaces monoméricos dentro del ala.

Longitud [Tipo de mondmero/modificaciones [Enlaces monoméricos dentro del ala

1 2’MOE Ninguno

1 BNA Ninguno
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1 Metilenoxi BNA Ninguno
1 ENA Ninguno
2 2’MOE P=S
2 BNA P=S
2 Metilenoxi BNA P=S
2 ENA P=S
2 2’ MOE P=0
2 BNA P=0
2 Metilenoxi BNA P=0
2 ENA P=0
3 2’ MOE P=S
3 BNA P=S
3 Metilenoxi BNA P=S
3 ENA P=S
3 2’ MOE P=0
3 BNA P=0
3 Metilenoxi BNA P=0
3 ENA P=0

En ciertas realizaciones en las que un ala comprende dos, tres o cuatro monémeros, dichos dos, tres o cuatro
monoémeros comprenden todos ellos las mismas modificaciones, si las hay. En ciertas realizaciones en las que un
ala comprende dos, tres o cuatro mondémeros, una o mas de dichas dos, tres o cuatro bases nucleotidicas
comprenden una o mas modificaciones que son diferentes de una o mas de las modificaciones de uno o mas del
resto de los monémeros.

2. Ciertos saltos

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden un salto entre el alaen 5’y el ala en 3. En
ciertas realizaciones, el salto comprende cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece o catorce
monomeros. En ciertas realizaciones, los monémeros del salto son desoxirribonucleétidos no modificados. En ciertas
realizaciones, los mondémeros del salto son ribonucledtidos no modificados. En ciertas realizaciones, las
modificaciones del salto (si las hay) dan como resultado un compuesto antisentido que, cuando se une a su acido
nucleico diana, soporta la escision por una RNasa, incluyendo, pero sin limitarse a, RNasa H.

En ciertas realizaciones, los enlaces monoméricos en el salto son enlaces internucleotidicos naturales. En ciertas
realizaciones, los enlaces monomeéricos en el salto son enlaces internucleotidicos no naturales. En ciertas de tales
realizaciones, los enlaces monoméricos en el salto son mas resistentes a una o mas nucleasas que los enlaces
internucleotidicos naturales. En ciertas de tales realizaciones, los enlaces monoméricos en el salto son enlaces
fosforotioato (P=S). En ciertas realizaciones, los enlaces monoméricos en el salto son iguales entre si. En ciertas
realizaciones, los enlaces monomeéricos en el salto no son todos iguales.

Un experto en la técnica reconocera que las caracteristicas y modificaciones tratadas anteriormente pueden usarse
en cualquier combinacion para preparar un salto. La tabla a continuacidon proporciona ejemplos no limitantes que
muestran cémo se podria preparar un salto seleccionando un cierto nimero de monémeros, modificaciones
monoméricas (si las hay) y enlaces monoméricos dentro de la region del salto.
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Longitud  [Tipo de monémero/modificaciones [Enlaces monoméricos dentro del salto
5 IADN P=S
6 IADN P=S
7 IADN P=S
8 IADN P=S
9 IADN P=S
10 IADN P=S
11 IADN P=S
12 IADN P=S
13 IADN P=S
14 IADN P=S
6 IADN P=0
7 IADN P=0
8 IADN P=0
9 IADN P=0
10 IADN P=0
11 IADN P=0
12 IADN P=0
8 IARN P=S
9 IARN P=S
10 IARN P=S
11 IARN P=S
12 IARN P=S

3. Ciertos compuestos oligoméricos antisentido con saltos

Un experto normal en la técnica reconocera que se pueden seleccionar las alas y los saltos tratados anteriormente y
después combinar en diversas combinaciones para generar compuestos oligoméricos con saltos, incluyendo, pero
sin limitarse a, compuestos oligoméricos antisentido con saltos y oligonucleétidos antisentido con saltos. Las
caracteristicas (longitud, modificaciones, enlaces) del ala en 5’ y del ala en 3’ pueden seleccionarse de forma
independiente entre si. Las caracteristicas del salto incluyen al menos una diferencia en la modificacion en
comparacion con las caracteristicas del ala en 5’ y al menos una diferencia en comparacién con las caracteristicas
del ala en 3’ (es decir, debe haber al menos una diferencia en la modificacion entre regiones adyacentes para
distinguir dichas regiones adyacentes entre si). Las caracteristicas del salto pueden, por otro lado, seleccionarse de
forma independiente.

En ciertas realizaciones, los enlaces monoméricos en un ala y los enlaces monomeéricos dentro del salto son iguales.
En ciertas realizaciones, los enlaces monoméricos en un ala y los enlaces monoméricos dentro del salto son
diferentes. En ciertas de tales realizaciones, el enlace monomérico que une el ala y el salto es igual que los enlaces
monomeéricos dentro del ala. En ciertas realizaciones, el enlace monomérico que une el ala y el salto es igual que los
enlaces monoméricos dentro del salto. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen enlaces
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uniformes a lo largo del compuesto. En ciertas de tales realizaciones, todos los enlaces son enlaces fosforotioato
(P=S).

Un experto normal en la técnica reconocera que las alas en 3, las alas en 5, los saltos y los enlaces tratados
anteriormente pueden usarse en cualquier combinacidon para preparar un gapmero. La tabla a continuacion
proporciona ejemplos no limitantes que muestran cémo se podria preparar un gapmero seleccionando un cierto
numero de ala en 5, un salto, un ala en 3’ y ciertos enlaces que unen el salto y cada ala.

Ala en 5’ Puente en 5’ |salto Puente en 3° |Alaen 3
LongitudMondmero Enlace |Enlace LongitudMondmeroEnlaceEnlace LongitudMondmeroEnlace|
2 MOE P=S P=S 6 IADN P=S [|P=S 2 MOE P=S

2 BNA P=S P=0 8 IADN P=O [|P=S 3 BNA P=S

1 MOE Ninguno |P=S 10 IADN P=S [|P=S 1 MOE P=S

2 MOE P=S P=S 8 IARN P=S [|P=S 2 MOE P=S

3 Metilenoxi BNA |P=S P=S 8 IARN P=S [|P=S 3 MOE P=S

3 IADN P=0 P=0 10 IARN P=S [P=0 3 2'0OH P=0

2 2-F P=S P=S 5 IARN P=S [|P=S 2 2'-F P=S

1 MOE P=0 P=S 5 IADN P=O [|P=S 4 MOE P=S

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos descritos aqui pueden comprender de alrededor de 8 a
alrededor de 16, preferiblemente de 9 a 15, mas preferiblemente de 9 a 14, mas preferiblemente de 10 a 14
monomeros (es decir, de alrededor de 8 a alrededor de 16 mondmeros unidos). Un experto normal en la técnica
apreciara que esto comprende compuestos antisentido de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 6 16 bases nucleotidicas. En
ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos son compuestos antisentido.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 8 bases nucleotidicas de longitud.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 9 bases nucleotidicas de longitud.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 10 bases nucleotidicas de longitud.
En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 11 bases nucleotidicas de longitud.
En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 12 bases nucleotidicas de longitud.
En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 13 bases nucleotidicas de longitud.
En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 14 bases nucleotidicas de longitud.
En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 15 bases nucleotidicas de longitud.
En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 16 bases nucleotidicas de longitud.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 8 mondémeros de longitud. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 9 mondmeros de longitud. En ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido cortos tienen 10 mondmeros de longitud. En ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido cortos tienen 11 mondmeros de longitud. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos
tienen mondmeros de longitud. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 13 mondmeros de
longitud. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 14 mondémeros de longitud. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen 15 mondmeros de longitud. En ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido cortos tienen 16 mondmeros de longitud. En ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido cortos comprenden 9 a 15 mondémeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos
comprenden 10 a 15 mondmeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden 12 a 14
mondémeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden 12 a 14 nucledtidos o
nucledsidos.

Un experto en la técnica e informado de los compuestos antisentido cortos ilustrados aqui podra identificar sin
experimentacién adicional otros compuestos antisentido cortos.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2471978 T3

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden un salto flanqueado por mas de un ala tanto
en uno como en ambos lados. Por tanto, en ciertas realizaciones, un compuesto antisentido corto comprende dos o
mas alas en 5’ y dos 0 mas alas en 3'. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido corto comprende un ala en
5’y dos 0 mas alas en 3'. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido corto comprende un ala en 3’ y dos o
mas alas en 5'. Ciertas de tales realizaciones comprenden, por ejemplo, las regiones siguientes: un primer ala en 5'-
un puente - un segundo ala en 5’- un puente - un salto - un puente - un segundo ala en 3’ - un puente - un primer ala
en 3. En dichas realizaciones, cada region tiene al menos una diferencia en la modificacion cuando se compara con
su region adyacente. Por tanto, en dichas realizaciones, el segundo ala en 5 y el segundo ala en 3' comprenden,
cada uno de forma independiente, una o mas diferencias en la modificaciéon cuando se compara con el salto y
cuando se compara con el primer ala en 5’ y con el primer ala en 3'. En dichas realizaciones, las modificaciones del
primer ala en 3’ y del primer ala en 5’ pueden ser, cada una o ambas, iguales o diferentes de las modificaciones del
salto, si las hay.

4. Ciertos grupos conjugados

En un aspecto, los compuestos oligoméricos estan modificados mediante unidon covalente de uno o mas grupos
conjugados. En general, los grupos conjugados modifican una o mas propiedades del compuesto oligomérico unido
incluyendo, pero sin limitarse a, farmacodinamica, farmacocinética, union, absorcion, distribucion celular, captacion
celular, carga y aclaramiento. Los grupos conjugados se usan rutinariamente en las técnicas quimicas y estan
unidos directamente o mediante un resto de unién o grupo de unién opcional a un compuesto parental, tal como un
compuesto oligomérico. Una lista preferida de grupos conjugados incluye, sin limitaciones, intercalantes, moléculas
indicadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, tioéteres, poliésteres, colesteroles, tiocolesteroles, restos de
acido cdlico, folato, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, fenantridina, antraquinona, adamantano, acridina,
fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y pigmentos.

Grupos conjugados preferidos en la presente invencion incluyen restos lipidicos, tales como un resto colesterol
(Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553); acido colico (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem.
Lett., 1994, 4, 1053); un tioéter, por ejemplo hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660, 306;
Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3, 2765); un tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res.,
1992, 20, 533); una cadena alifatica, por ejemplo residuos de dodecanodiol o undecilo (Saison-Hehmoaras et al.,
EMBO J., 1991, 10, 111; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49); un
fosfolipido, por ejemplo, dihexadecil-rac-glicerol o trietilamonio-1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato
(Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777); una poliamina o
una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969); acido adamantano
acético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651); un resto palmitilo (Mishra et al., Biochim. Biophys.
Acta, 1995, 1264, 229); o u resto octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol.
Exp. Ther., 1996, 277, 923).

Grupos de union o restos de unién bifuncionales, tales como los conocidos en la técnica, son adecuados para los
compuestos proporcionados aqui. Los grupos de unién son utiles para la unién de grupos quimicos funcionales,
grupos conjugados, grupos indicadores y otros grupos para sitios selectivos en un compuesto parental, tal como, por
ejemplo, un compuesto oligomérico. En general, un resto de unién bifuncional comprende un resto hidrocarbilo que
tiene dos grupos funcionales. Uno de los grupos funcionales se selecciona de modo que se una a una molécula
parental o compuesto de interés y el otro se selecciona de modo que se una esencialmente a cualquier grupo
seleccionado, tal como un grupo quimico funcional o un grupo conjugado. En algunas realizaciones, el ligador
comprende una estructura de cadena o un oligédmero de unidades repetidas, tales como unidades de etilenglicol o
aminoacido. Ejemplos de grupos funcionales que se usan de forma rutinaria en un resto de unién bifuncional
incluyen, pero no se limitan a, electréfilos para reaccionar con grupos nucledfilos y nucledfilos para reaccionar con
grupos electréfilos. En algunas realizaciones, restos de union bifuncionales incluyen amino, hidroxilo, acido
carboxilico, tiol, insaturaciones (por ejemplo, dobles o triples enlaces) y similares. Algunos ejemplos no limitantes de
restos de union bifuncionales incluyen acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico (ADO), 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-
carboxilato de succinimidilo (SMCC) y acido 6-aminohexanoico (AHEX o AHA). Otros grupos de union incluyen, pero
no se limitan a, alquilo C1-C1o sustituido, alquenilo C,-C+¢ sustituido o no sustituido o alquinilo C>-C+¢ sustituido o no
sustituido, en los que una lista no limitante de grupos sustituyentes preferidos incluyen hidroxilo, amino, alcoxi,
carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.

5. Sintesis, purificacion y analisis

La oligomerizacion de nucledsidos y nucleétidos modificados y no modificados se puede realizar de forma rutinaria
de acuerdo con los procedimientos de la bibliografia ADN (Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Ed. Agrawal
(1993), Humana Press) y/o ARN (Scaringe, Methods (2001), 23, 206-217. Gait et al., Applications of Chemically
synthesized RNA in RNA: Protein Interactions, Ed. Smith (1998), 1-36. Gallo et al., Tetrahedron (2001), 57, 5707-
5713).

Los compuestos oligoméricos proporcionados aqui pueden obtenerse de forma conveniente y rutinaria a través de la

técnica bien conocida de la sintesis en fase sélida. El equipo para dicha sintesis se comercializa mediante diferentes
proveedores incluyendo, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). También se puede emplear
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adicionalmente o como alternativa cualquier otro medio para dicha sintesis. Es bien conocido el uso de técnicas
similares para preparar oligonucleétidos tales como fosforotioatos y derivados alquilados. La invencion no esta
limitada por el método de la sintesis de compuestos antisentido.

Los expertos en la técnica conocen métodos de purificacion y analisis de compuestos oligoméricos. Los métodos de
analisis incluyen electroforesis capilar (EC) y espectroscopia de masas por electropulverizacion. Dichos métodos de
sintesis y analisis pueden realizarse en placas de multiples pocillos. El método de la invencién no esta limitado por el
método de la purificacion de oligémeros.

D. Antisentido

Los mecanismos antisentido son todos aquellos que implican la hibridacién de un compuesto con un acido nucleico
diana, en los que el resultado o efecto de la hibridacion es la degradacion de la diana o la ocupacion de la diana con
la detencion de la maquinaria celular que implica, por ejemplo, transcripcién o corte y empalme.

Un tipo de mecanismo antisentido que implica la degradacion de la diana incluye una RNasa H. La RNasa H es una
endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de un duplex ARN:ADN. En la técnica se sabe que los
compuestos antisentido monocatenarios que son “similares a ADN” provocan actividad de RNasa H en células de
mamifero. Por tanto, la activacién de la RNasa H da como resultado la escisién del ARN diana, de modo que se
potencia considerablemente la eficiencia de la inhibicion de la expresion génica mediada por oligonucleétidos
similares a ADN.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido modificados quimicamente tienen una afinidad mayor por los
ARN diana que los ADN no modificados. En ciertas de tales realizaciones, dicha afinidad mayor proporciona a su
vez mayor potencia, lo que permite la administracion de dosis menores de dichos compuestos, menor potencial de
toxicidad y mejora del indice terapéutico y menores costes globales de la terapia.

La presente descripcion demuestra que la incorporacion de nucleétidos y nucledsidos de alta afinidad quimicamente
modificados en compuestos antisentido permite el disefio de compuestos antisentido cortos de una longitud de 8-16
bases nucleotidicas utiles para la reduccion de los ARN diana y/o las proteinas diana en células, tejidos y animales,
incluyendo, pero sin limitarse a, seres humanos con mayor potencia y mejor indice terapéutico. Por tanto, en ciertas
realizaciones, se describen aqui compuestos antisentido cortos que comprenden modificaciones en nucleétidos de
alta afinidad utiles para reducir un ARN diana in vivo. Ciertos de tales compuestos antisentido cortos son eficaces a
dosis menores que los compuestos antisentido descritos anteriormente, lo que permite una reduccioén de la toxicidad
y los costes de tratamiento. Ademas, ciertos compuestos antisentido cortos tienen mayor potencial para dosificacion
oral.

Para abordar la necesidad de compuestos antisentido mas potentes, aqui se describen compuestos antisentido
cortos (de 8 a 16, preferiblemente de 9 a 15, mas preferiblemente de 9 a 14, mas preferiblemente de 10 a 14
nucledtidos de longitud) con mayor actividad in vivo respecto a los compuestos mas largos. Ciertos compuestos
antisentido cortos son compuestos gapmeros que comprenden nucledsidos quimicamente modificados de alta
afinidad en los extremos 3’ y 5’ (alas) del compuesto. En ciertas realizaciones, la adicion de nucleétidos modificados
de alta afinidad permite que los compuestos antisentido sean activos, o especificos para, su ARN diana objetivo in
vivo a pesar de tener una longitud mas corta. Aqui se contemplan compuestos antisentido en los que cada una de
las alas comprende de forma independiente de 1 a 3 nucleétidos modificados de alta afinidad. En ciertas
realizaciones, las modificaciones de alta afinidad son modificaciones de azucar. Los nucleétidos modificados de alta
afinidad incluyen, pero no se limitan a, BNA u otros nucleétidos modificados en 2’, tales como nucleétidos 2’-MOE.
También se contemplan compuestos antisentido cortos que tienen al menos un enlace internucleotidico modificado,
tal como un enlace internucleotidico fosforotioato. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos de la
presente invencion pueden tener todos los enlaces internucleosidicos de fosforotioato. Los compuestos antisentido
cortos comprenden, opcionalmente, un grupo conjugado. Como se muestra aqui, los compuestos antisentido cortos
tienen mayor afinidad por ARN diana que por ADN, y son significativamente mas potentes in vivo, como se
demuestra mediante la reduccién del ARNm diana asi como la mejora de una diversidad de indicaciones de
enfermedad.

Como se usa aqui, un ARN que esta implicado en la regulaciéon del metabolismo o aclaramiento de la glucosa, el
metabolismo de los lipidos, el metabolismo del colesterol o el metabolismo de la insulina es cualquier ARN implicado
en las vias bioquimicas que regulan estos procesos. Dichos ARN son bien conocidos en la técnica.

1. Modulacion de la expresion diana

En ciertas realizaciones, se identifica una diana y se disefian oligonucleétidos antisentido para modular dicha diana o
su expresion. En ciertas realizaciones, el disefio de un compuesto oligomérico para una molécula de acido nucleico
diana puede ser un procedimiento de multiples etapas. Tipicamente, el procedimiento comienza con la identificacion
de una proteina diana cuya actividad se tiene que modular y, después identificando el acido nucleico cuya expresion
produce la proteina diana. En ciertas realizaciones, el disefio de un compuesto antisentido da como resultado un
compuesto antisentido que se puede hibridar con la molécula de acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, el
compuesto antisentido es un oligonucleoétido antisentido o un oligonucledsido antisentido. En ciertas realizaciones,

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2471978 T3

un compuesto antisentido y un acido nucleico diana son complementarios entre si. En ciertas de tales realizaciones,
un compuesto antisentido es perfectamente complementario de un acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, un
compuesto antisentido incluye un apareamiento erroneo. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido incluye
dos apareamientos erréneos. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido incluye tres o0 mas apareamientos
erroneos.

La modulacion de la expresion de un acido nucleico diana se puede conseguir mediante la alteracion de cualquier
numero de funciones del acido nucleico. En ciertas realizaciones, las funciones del ARN que se van a modular
incluyen, pero no se limitan a, funciones de translocacion, que incluyen, pero no se limitan a, translocacion del ARN
a un sitio de traduccion de proteinas, translocacion del ARN a sitios dentro de la célula que estan lejos del sitio de la
sintesis de ARN, y traduccion de proteinas a partir del ARN. Las funciones de procesamiento de ARN que se
pueden modular incluyen, pero no se limitan a, corte y empalme del ARN para dar una o mas especies de ARN,
tapar los extremos del ARN, maduracién en 3’ del ARN y actividad catalitica o formacion de complejos que implican
al ARN que se pueden unir o ser facilitados por el ARN. La modulacién de la expresion puede dar como resultado el
incremento de los niveles de una o mas especies de acido nucleico o la disminucién de los niveles de una o mas
especies de acido nucleico, bien temporalmente o a un nivel neto en equilibrio. Por tanto, en una realizacién,
modulacioén de la expresion puede significar aumentar o disminuir los niveles de ARN o de proteinas dianas. En ofra
realizacion, modulacion de la expresion puede significar aumentar o disminuir uno o mas productos de corte y
empalme del ARN o un cambio en la proporcion de dos o mas productos de corte y empalme.

En ciertas realizaciones, la expresion de un gen diana se modula usando un compuesto oligomérico que comprende
de alrededor de 8 a alrededor de 16, preferiblemente de 9 a 15, mas preferiblemente de 9 a 14, mas preferiblemente
de 10 a 14 monomeros (es decir, de alrededor de 8 a alrededor de 16 monémeros unidos). Un experto normal en la
técnica apreciara que esto comprende métodos de modulacién de la expresion de un gen diana usando uno o mas
compuestos antisentido de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 6 16 bases nucleotidicas.

En ciertas realizaciones, los métodos de modulacion de un gen diana comprenden usar un compuesto antisentido
corto que tiene 8 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas realizaciones, los métodos de modulaciéon de un gen
diana comprenden usar un compuesto antisentido corto que tiene 9 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas
realizaciones, los métodos de modulacién de un gen diana comprenden usar un compuesto antisentido corto que
tiene 8 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas realizaciones, los métodos de modulacién de un gen diana
comprenden usar un compuesto antisentido corto que tiene 10 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas
realizaciones, los métodos de modulacién de un gen diana comprenden usar un compuesto antisentido corto que
tiene 10 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas realizaciones, los métodos de modulaciéon de un gen diana
comprenden usar un compuesto antisentido corto que tiene 11 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas
realizaciones, los métodos de modulacién de un gen diana comprenden usar un compuesto antisentido corto que
tiene 12 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas realizaciones, los métodos de modulacién de un gen diana
comprenden usar un compuesto antisentido corto que tiene 13 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas
realizaciones, los métodos de modulacién de un gen diana comprenden usar un compuesto antisentido corto que
tiene 14 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas realizaciones, los métodos de modulaciéon de un gen diana
comprenden usar un compuesto antisentido corto que tiene 15 bases nucleotidicas de longitud. En ciertas
realizaciones, los métodos de modulacién de un gen diana comprenden usar un compuesto antisentido corto que
tiene 16 bases nucleotidicas de longitud.

En ciertas realizaciones, los métodos de modulacién de la expresion de un gen diana comprenden el uso de un
compuesto antisentido corto que comprende de 9 a 15 mondémeros. En ciertas realizaciones, los métodos de
modulacién de la expresion de un gen diana comprenden el uso de un compuesto antisentido corto que comprende
de 10 a 15 mondmeros. En ciertas realizaciones, los métodos de modulacién de la expresién de un gen diana
comprenden el uso de un compuesto antisentido corto que comprende de 12 a 14 mondémeros. En ciertas
realizaciones, los métodos de modulacion de la expresion de un gen diana comprenden el uso de un compuesto
antisentido corto que comprende 12 6 14 nucledtidos o nucledsidos.

2. Hibridacion

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido hibridan especificamente cuando hay un grado suficiente de
complementariedad para evitar la unién no especifica del compuesto antisentido con secuencias de un acido
nucleico no diana en condiciones en las que se desea union especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el
caso de los ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en las condiciones en las que se realizan los ensayos en el
caso de ensayos in vitro.

Como se usa aqui, “condiciones rigurosas de hibridacion” o “condiciones rigurosas” se refiere a condiciones en las
cuales un compuesto antisentido hibrida con su secuencia diana pero con un nidmero minimo de otras secuencias.
Las condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en circunstancias diferentes y las
“condiciones rigurosas” en las que los compuestos antisentido hibridan con una secuencia diana vienen
determinadas por la naturaleza y la composicion de los compuestos antisentido y de los ensayos en los que se estan
investigando.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2471978 T3

3. Complementariedad

En la técnica se entiende que la incorporacion de modificaciones de afinidad en el nucleétido puede hacer que se
produzca un mayor numero de apareamientos erréneos en comparacion con un compuesto no modificado. De forma
similar, ciertas secuencias oligonucleotidicas pueden ser mas tolerantes a los apareamientos erréneos que otras
secuencias oligonucleotidicas. Un experto normal en la técnica es capaz de determinar un niumero adecuado de
apareamientos erroneos entre oligonucledtidos o entre un oligonucledtido y un acido nucleico diana, tal como
mediante la determinacion de la temperatura de fusion (Tm). Tm 0 T Se pueden calcular mediante técnicas familiares
para un experto normal en la técnica. Por ejemplo, las técnicas descritas en Freier et al. (Nucleic Acids Research,
1997, 25, 22: 4429-4443) permiten a un experto normal en la técnica evaluar en las modificaciones nucleotidicas su
capacidad para incrementar la temperatura de fusién de un duplex ARN:ADN.

4. |dentidad

Los compuestos antisentido, o una porcién de los mismos, pueden tener un porcentaje definido de identidad con una
SEC ID NO o un compuesto que tenga un nimero Isis especifico. Como se usa aqui, una secuencia es idéntica a la
secuencia descrita aqui si tiene la misma capacidad de apareamiento de bases nucleotidicas. Por ejemplo, un ARN
que contiene uracilo en lugar de timidina en las secuencias descritas de los compuestos descritos aqui se
consideraria idéntico, ya que ambos se aparearian con adenina. Esta identidad puede estar a lo largo de toda la
longitud del compuesto oligomérico, o en una porcion del compuesto antisentido (por ejemplo, las bases
nucleotidicas 1-20 de un 27-mero pueden compararse con un 20-mero para determinar el porcentaje de identidad
del compuesto oligomérico con la SEC ID NO. Los expertos en la técnica entienden que un compuesto antisentido
no tiene que tener una secuencia idéntica a la de los descritos aqui para funcionar de un modo similar al compuesto
antisentido descrito aqui. Aqui también se proporcionan versiones mas cortas de los compuestos antisentido
ensefiados aqui o versiones no idénticas de los compuestos antisentido ensefiados aqui. Las versiones no idénticas
son aquellas en las que cada base no tiene la misma actividad de apareamiento que los compuestos antisentido
descritos aqui. Las bases no tienen la misma actividad de apareamiento por ser mas cortas o por tener al menos un
sitio abasico. Como alternativa, una versién no idéntica puede incluir al menos una base sustituida con una base
diferente con distinta actividad de apareamiento (por ejemplo, G se puede sustituir por C, A o T). El porcentaje de
identidad se calcula de acuerdo con el numero de bases que tienen idéntico apareamiento de bases correspondiente
a la SEC ID NO o al compuesto antisentido con el que se esta comparando. Las bases no idénticas pueden estar
adyacentes entre si, dispersas por el oligonucleétido o ambas cosas.

Por ejemplo, un 16-mero que tiene la misma secuencia que las bases nucleotidicas 2-17 de un 20-mero es un 80%
idéntico al 20-mero. Como alternativa, un 20-mero que contiene cuatro bases nucleotidicas no idénticas al 20-mero
es también un 80% idéntico al 20-mero. Un 14-mero que tiene la misma secuencia que las bases nucleotidicas 1-14
de un 18-mero es un 78% idéntico al 18-mero. Dichos calculos entran dentro de la capacidad de los expertos en la
técnica.

El porcentaje de identidad se basa en el porcentaje de bases nucleotidicas en la secuencia original presentes en una
porcion de la secuencia modificada. Por tanto, un compuesto antisentido de 30 bases nucleotidicas que comprende
la secuencia completa de la complementaria de un segmento diana activo de 20 bases nucleotidicas tendria una
porcién de identidad del 100% con el complementario del segmento diana activo de 20 bases nucleotidicas, al
tiempo que ademas comprende una porcién adicional de 10 bases nucleotidicas. En el contexto de la presente
descripcion, el complementario de un segmento diana activo puede constituir una Unica porciéon. En realizaciones
preferidas, los oligonucleétidos proporcionados aqui son al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o 100% idénticos a al menos una porcién del
complementario de los segmentos diana activos presentados aqui.

E. Acidos nucleicos, regiones y segmentos diana

El acido nucleico es una molécula de acido nucleico que codifica ApoB. Las moléculas de acido nucleico que
codifican ApoB incluyen, sin limitaciones, SEC ID NO 1 y SEC ID NO: 2 que codifican ApoB humano y de ratdn
(NM_000384.1) y XM_137955.5).

El procedimiento de apuntar a una diana incluye la determinacion de al menos una region, segmento o sito diana
dentro del acido nucleico diana para que se produzca la interaccién antisentido de modo que dé como resultado el
efecto deseado.

En ciertas realizaciones, el nucledtido mas en 5 de una regidon diana es el sitio diana en 5 de un compuesto
antisentido corto, y el nucleétido mas en 3’ de una region diana es el sitio diana en 3’ del mismo compuesto
antisentido corto. En ciertas realizaciones, el nucledtido mas en 5’ de una region diana es el sitio diana en 5’ de un
compuesto antisentido corto, y el nucleétido mas en 3’ de una region diana es el sitio diana en 3’ de un compuesto
antisentido corto diferente. En ciertas realizaciones, una region diana comprende una secuencia nucleotidica dentro
de 10, 15 6 20 nucledtidos de un sitio diana en 5’ o un sitio diana en 3’.

En ciertas realizaciones, una region diana es una region estructuralmente definida del acido nucleico. Por ejemplo,
en ciertas de tales realizaciones, una region diana puede abarcar una 3’ UTR, una 5" UTR, un exdn, un intrén, una
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region codificadora, una region de inicio de la traduccién, una region de terminacion de la traduccién u otra region de
acido nucleico definida.

Las localizaciones sobre el acido nucleico diana definido por tener uno o mas compuestos antisentido cortos activos
diana se denominan “segmentos diana activos”. En ciertas realizaciones, el acido nucleico diana que tiene uno o
mas compuestos antisentido cortos activos diana es ARN diana. Cuando un segmento diana activo se define por
multiples compuestos antisentido cortos, los compuestos estan separados preferiblemente por no mas de alrededor
de 10 nucleétidos sobre la secuencia diana, mas preferiblemente no mas de alrededor de 5 nucleétidos sobre la
secuencia diana, incluso mas preferiblemente los compuestos antisentido cortos son contiguos, mas preferiblemente
los compuestos antisentido cortos se solapan. Puede haber una considerable variacion de la actividad (por ejemplo,
definida por el porcentaje de inhibicion) de los compuestos antisentido cortos dentro de un segmento diana activo.
Los compuestos antisentido cortos activos son aquellos que modulan la expresién de su acido nucleico diana,
incluyendo, pero sin limitarse a, un ARN diana. Los compuestos antisentido cortos activos inhiben la expresion de su
ARN diana al menos un 10%, preferiblemente un 20%. En una realizacién preferida, al menos alrededor del 50%,
preferiblemente alrededor del 70% de los compuestos antisentido cortos dirigidos al segmento diana activo modulan
la expresion de su ARN diana al menos un 40%. En una realizacion mas preferida, el nivel de inhibiciéon requerido
para definir un compuesto antisentido corto activo se define en base a los resultados del cribado usado para definir
los segmentos diana activos.

Un segmento diana adecuado es una porcion de al menos alrededor de 8 bases nucleotidicas de una region diana a
la que esta dirigido un compuesto antisentido corto activo. Los segmentos diana pueden incluir secuencias de ADN o
ARN que comprenden al menos las 8 bases nucleotidicas consecutivas desde el extremo 5 de uno de los
segmentos diana ilustrativos (siendo las bases nucleotidicas restantes una tira consecutiva del mismo ADN o ARN
comenzando inmediatamente antes del extremo 5 del segmento diana y continuando hasta que el ADN o ARN
comprende de alrededor de 8 a alrededor de 16 bases nucleotidicas). Los segmentos diana también estan
representados por secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos las 8 bases nucleotidicas consecutivas
desde el extremo 3’ de uno de los segmentos diana ilustrativos (siendo las bases nucleotidicas restantes una tira
consecutiva del mismo ADN o ARN comenzando inmediatamente después del extremo 3’ del segmento diana y
continuando hasta que el ADN o ARN comprende de alrededor de 8 a alrededor de 16 bases nucleotidicas). Se
entiende también que los segmentos diana antisentido se pueden representar por secuencias de ADN o ARN que
comprenden al menos 8 bases nucleotidicas consecutivas de una porcion interna de la secuencia de un segmento
diana ilustrativo y pueden extenderse en una o ambas direcciones hasta que el compuesto antisentido corto
comprende de alrededor de 8 a alrededor de 16 bases nucleotidicas. Un experto en la técnica armado con los
segmentos diana ilustrados aqui podra, sin experimentacion indebida, identificar otros segmentos diana.

Una vez que se han identificado una o mas regiones, segmentos o sitios diana, se escogen los compuestos
antisentido cortos que son suficientemente complementarios a la diana, es decir hibridan suficientemente bien y con
suficiente especificidad, para dar el efecto deseado.

Los compuestos antisentido cortos también pueden estar dirigidos a regiones de la secuencia de bases
nucleotidicas diana que comprende cualquier base nucleotidica consecutiva de 8 a 16 bases nucleotidicas de
longitud a lo largo de la molécula de acido nucleico diana.

Los segmentos diana de 8 a 16 bases nucleotidicas de longitud que comprenden una tira de al menos ocho (8)
bases nucleotidicas consecutivas seleccionadas del interior de los segmentos diana ilustrativos también se
consideran adecuados como diana. Por tanto, los compuestos antisentido cortos también pueden abarcar 8-16
bases nucleotidicas con los segmentos identificados aqui comenzando en un sitio diana en 5’ concreto. Cualquier
segmento de 8, 9, 10, 11, o, mas preferiblemente, de 12, 13, 14, 15 o 16 bases nucleotidicas contiguas en un
perimetro de 50, preferiblemente 25, mas preferiblemente 16 bases nucleotidicas alrededor de estas regiones
también se consideran adecuados como diana.

En una realizacion adicional, los “segmentos diana adecuados” identificados aqui se pueden emplear en una criba
para compuestos antisentido cortos adicionales que modulan la expresion de un acido nucleico diana. “Moduladores”
son los compuestos que disminuyen o incrementan la expresion de un acido nucleico diana y que comprenden al
menos una porcién de 8 bases nucleotidicas que es complementaria a un segmento diana. El método de criba
comprende las etapas de poner en contacto un segmento diana de un acido nucleico con uno o mas moduladores
candidatos y seleccionar uno o mas moduladores candidatos que disminuyan o incrementen la expresion de un
acido nucleico diana. Una vez que se ha demostrado que el modulador o moduladores candidatos diana son
capaces de modular (por ejemplo, disminuir o aumentar) la expresién de un acido nucleico diana, el modulador
puede emplearse en estudios de investigacion adicionales de la funcion de la diana, o para usar como agente de
investigacion, diagnostico o terapéutico de acuerdo con la presente descripcion.

Para todos los compuestos antisentido cortos tratados aqui, secuencia, monémero, modificacion monomérica y
enlace monomérico pueden, cada uno, seleccionarse de forma independiente. En ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido cortos estan descritos con un motivo. En dichas realizaciones, cualquier motivo puede
usarse con cualquier secuencia, se describan especificamente aqui o no, la secuencia y/o el motivo. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden modificaciones que no son adecuados para describir
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con un motivo (por ejemplo, los compuestos antisentido cortos que comprenden varias modificaciones y/o enlaces
diferentes en varias posiciones a lo largo del compuesto). Dichas combinaciones se pueden incorporar para
cualquier secuencia, se describa o no aqui. El listado de secuencias que acomparia a esta presentacion proporciona
ciertas secuencias de acido nucleico independientes de la modificaciéon quimica. Aunque dicho listado identifica cada
secuencia como “ARN” o “ADN”, segun se requiera, en realidad dichas secuencias pueden modificarse con cualquier
combinacién de modificaciones quimicas y/o motivos.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos comprenden al menos un monémero modificado de alta
afinidad. En ciertas realizaciones se proporcionan compuestos antisentido cortos dirigidos a moléculas de acido
nucleico que codifican ApoB-100 (también conocida como APOB; antigeno Ag(x); apoB-48; apolipoproteina B;
apolipoproteina B-100; apolipoproteina B-48).

F. Ciertas dianas

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos pueden disefiarse de modo que modulen cualquier
diana. En ciertas realizaciones, la diana es clinicamente relevante. En dichas realizaciones, la modulacién de la
diana da como resultado un beneficio clinico. Ciertas dianas se expresan, preferentemente, en el rifdn. Ciertas
dianas se expresan, preferiblemente, en el higado. Ciertas dianas se asocian con un trastorno metabdlico. Ciertas
dianas se asocian con un trastorno cardiovascular. En ciertas realizaciones, la diana es ApoB.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos exhiben in vivo una reduccion del ARN diana especifico
del rifidn y del higado. Dicha propiedad convierte a dichos compuestos antisentido cortos en particularmente utiles
para la inhibicion de muchos ARN diana implicados en enfermedades metabdlicas y cardiovasculares. Por tanto, se
describen aqui métodos para tratar trastornos metabdlicos y cardiovasculares poniendo en contacto dichos tejidos
renales o hepaticos con compuestos antisentido cortos dirigidos a ARN asociados con dichos trastornos. Por tanto,
aqui también se describen métodos para mejorar cualquiera de diversas indicaciones de enfermedad metabdlica o
cardiovascular con los compuestos antisentido cortos de la presente descripcion.

1. ApoB

La ApoB (también conocida como apolipoproteina B-100; ApoB-100, apolipoproteina B-48; ApoB-48 y antigeno
Ag(x)) es una glucoproteina grande que desempeifia un papel indispensable en el ensamblaje y secrecién de lipidos
y en el transporte y captacion mediada por receptor y liberacion de distintas clases de lipoproteinas. La ApoB realiza
diversas actividades, desde la absorcién y procesamiento de lipidos de la dieta hasta la regulacién de los niveles
circulantes de lipoproteina (Davidson y Shelness, Annu. Rev Nutr.,, 2000, 20, 169-193). Esta ultima propiedad
destaca su relevancia en términos de susceptibilidad a la aterosclerosis, que se correlaciona considerablemente con
la concentracion ambiental de lipoproteinas que contienen ApoB (Davidson y Shelness, Annu. Rev. Nutr., 2000, 20,
169-193). La ApoB-100 es el principal componente proteico de LDL-C y contiene el dominio requerido para la
interaccion de esta especie de lipoproteina con el receptor de LDL. Los niveles elevados de LDL-C son un factor de
riesgo de enfermedad cardiovascular, incluida la aterosclerosis.

Definiciones

La “ApoB” es el producto génico o proteina cuya expresion se va a modular mediante la administracién de un
compuesto antisentido corto.

“Acido nucleico de ApoB” significa cualquier acido nucleico que codifica la ApoB. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un acido nucleico de ApoB incluye, sin limitaciones, una secuencia de ADN que codifica ApoB, una
secuencia de ARN transcrita a partir de ADN que codifica ApoB, y una secuencia de ARNm que codifica la ApoB.

“ARNm de ApoB’” significa un ARNm que codifica la ApoB.
Indicaciones terapéuticas de ApoB

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para modular la expresion de ApoB en un individuo, que
comprende administrar un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB. En ciertas
realizaciones, se describen aqui métodos para tratar a un individuo, que comprenden administrar una o mas
composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB.
En ciertas realizaciones, el individuo tiene hipercolesterolemia, hipercolesterolemia no familiar, hipercolesterolemia
familiar, hipercolesterolemia familiar heterocigética, hipercolesterolemia familiar homocigética, dislipidemia mixta,
aterosclerosis, un riesgo de desarrollar aterosclerosis, cardiopatia coronaria, antecedentes de cardiopatia coronaria,
cardiopatia coronaria de inicio precoz, uno o mas factores de riesgo de cardiopatia coronaria, diabetes de tipo Il,
diabetes de tipo Il con dislipidemia, dislipidemia, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia, hiperacidemia grasa, esteatosis
hepatica, esteatohepatitis no alcohdlica o enfermedad de higado graso no alcohdlica.

Las guias para terapias hipolipemiantes se establecieron en el 2001, en el Panel de Tratamiento de adultos Il (ATP
[l) del Programa Nacional educativo sobre colesterol de EE.UU. (NCEP) y se actualizaron en 2004 (Grundy et al.,
Circulation, 2004, 110, 227-239). Las guias incluyen obtener un perfil lipoproteico completo, normalmente después
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de ayunar durante 9 a 12 horas, para la determinacion de los niveles de LDL-C, colesterol total y HDL-C. De acuerdo
con las guias mas recientemente establecidas, los niveles de LDL-C de 130-159 mg/dl, 160-189 mg/dl y mayores o
iguales a 190 mg/dl se consideran en el limite alto, alto y muy alto, respectivamente. Niveles de colesterol de 200-
239 y mayores o iguales a 240 mg/dl se consideran en el limite alto y altos, respectivamente. Niveles de HDL-C
inferiores a 40 mg/dl se consideran bajos.

En ciertas realizaciones, se ha identificado que el individuo necesita terapia hipolipemiante. En ciertas de tales
realizaciones, se ha identificado que el individuo necesita terapia hipolipemiante de acuerdo con las guias
establecidas en 2001 por Panel de Tratamiento de adultos Il (ATP 1ll) del Programa Nacional educativo sobre
colesterol de EE.UU. (NCEP) y actualizadas en 2004 (Grundy et al., Circulation, 2004, 110, 227-239). En ciertas de
tales realizaciones, el individuo que necesita terapia hipolipemiante tiene un nivel de LDL-C superior a 190 mg/dl. En
ciertas de tales realizaciones, el individuo que necesita terapia hipolipemiante tiene un nivel de LDL-C superior a 160
mg/dl. En ciertas de tales realizaciones, el individuo que necesita terapia hipolipemiante tiene un nivel de LDL-C
superior a 130 mg/dl. En ciertas de tales realizaciones, el individuo que necesita terapia hipolipemiante tiene un nivel
de LDL-C superior a 100 mg/dl. En ciertas de tales realizaciones, el individuo que necesita terapia hipolipemiante
debe mantener el nivel de LDL-C por debajo de 160 mg/dl. En ciertas de tales realizaciones, el individuo que
necesita terapia hipolipemiante debe mantener el nivel de LDL-C por debajo de 130 mg/dl. En ciertas de tales
realizaciones, el individuo que necesita terapia hipolipemiante debe mantener el nivel de LDL-C por debajo de 100
mg/dl. En ciertas de tales realizaciones, el individuo debe mantener el nivel de LDL-C por debajo de 70 mg/dl.

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir la ApoB en un individuo. En ciertas realizaciones,
se describen aqui métodos para reducir en un individuo los niveles de lipoproteinas que contienen ApoB. En ciertas
realizaciones, se describen aqui métodos para reducir el nivel de LDL-C en un individuo. En ciertas realizaciones, se
describen aqui métodos para reducir el nivel de VLDL-C en un individuo. En ciertas realizaciones, se describen aqui
métodos para reducir el nivel de IDL-C en un individuo. En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para
reducir el nivel de no HDL-C en un individuo. En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir Lp(a)
en un individuo. En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir los triglicéridos en suero en un
individuo. En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir los triglicéridos hepaticos en un
individuo. En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir el nivel de Ox-LDL-C en un individuo. En
ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir las particulas pequefias de LDL en un individuo. En
ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir las particulas pequefias de VLDL en un individuo. En
ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir los fosfolipidos en un individuo. En ciertas
realizaciones, se describen aqui métodos para reducir los fosfolipidos oxidados en un individuo.

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir la concentracion de Ox-LDL-C en un sujeto. En
ciertas de tales realizaciones, la reduccion de ApoB, LDL-C, VLDL-C, IDL-C, colesterol total, no-HDL-C, Lp(a),
triglicéridos u Ox-LDL-C se selecciona, de forma independiente, de al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al
menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos
60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% y
al menos 100%. En ciertas de tales realizaciones, la reduccion de ApoB, LDL-C, VLDL-C, IDL-C, colesterol total, no-
HDL-C, Lp(a), triglicéridos u Ox-LDL-C se selecciona, de forma independiente, de al menos 20%, al menos 30%, al
menos 40%, al menos 50%, al menos 60% y al menos 70%. En ciertas de tales realizaciones, la reduccion de ApoB,
LDL-C, VLDL-C, IDL-C, colesterol total, no-HDL-C, Lp(a), triglicéridos u Ox-LDL-C se selecciona, de forma
independiente, de al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, y al menos 70%.

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para elevar la concentracion de HDL-C en un sujeto.

En ciertas realizaciones, los métodos descritos aqui no reducen los niveles de HDL-C. En ciertas realizaciones, los
métodos descritos aqui no dan como resultado la acumulacion de lipidos en el higado. En ciertas realizaciones, los
métodos descritos aqui no producen esteatosis hepatica.

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir la concentracion de ApoB en un sujeto al tiempo
que se reducen los efectos secundarios asociados con el tratamiento. En ciertas de tales realizaciones, un efecto
secundario es toxicidad hepatica. En ciertas de tales realizaciones, un efecto secundario es una funciéon hepatica
anomala. En ciertas de tales realizaciones, un efecto secundario es elevacién de los niveles de alanina
aminotransferasa (ALT). En ciertas de tales realizaciones, un efecto secundario es elevacion de los niveles de
aspartato aminotransferasa (AST).

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir la concentraciéon de ApoB en un sujeto que no
alcanza los niveles diana de LDL-C como resultado de la terapia hipolipemiante. En ciertas de tales realizaciones, un
compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB es el Unico agente hipolipemiante administrado al
sujeto. En ciertas de tales realizaciones, el sujeto no ha cumplido la terapia hipolipemiante recomendada. En ciertas
de tales realizaciones, una composicion farmacéutica de la descripcién se administra junto con una terapia
hipolipemiante adicional diferente. En ciertas de tales realizaciones, una terapia hipolipemiante adicional es aféresis
de LDL. En ciertas de tales realizaciones, una terapia hipolipemiante adicional es una estatina. En ciertas de tales
realizaciones, una terapia hipolipemiante adicional es ezetimiba.
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En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para disminuir la concentracion de ApoB en un sujeto
intolerante a estatinas. En ciertas de tales realizaciones, el sujeto presenta incrementos de la concentracion de
creatina cinasa como resultado de la administracion de estatinas. En ciertas de tales realizaciones, el sujeto
presenta anomalias en la funcidon hepatica como resultado de la administracién de estatinas. En ciertas de tales
realizaciones, el sujeto presenta dolores musculares como resultado de la administracion de estatinas. En ciertas de
tales realizaciones, el sujeto tiene efectos secundarios sobre el sistema nervioso central como resultado de la
administracion de estatinas. En ciertas realizaciones, el sujeto no ha cumplido la terapia de estatinas recomendada.

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para disminuir los niveles de triglicéridos en higado en un
sujeto. En ciertas de tales realizaciones, el sujeto tiene niveles elevados de triglicéridos en el higado. En ciertas de
tales realizaciones, el sujeto tiene esteatohepatitis. En ciertas de tales realizaciones, el sujeto tiene esteatosis. En
ciertas de tales realizaciones, los niveles de ftriglicéridos en higado se miden mediante pruebas de imagen de
resonancia magnética.

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para reducir el riesgo de cardiopatia coronaria en un sujeto. En
ciertas realizaciones, los métodos son para ralentizar la progresion de la aterosclerosis en un sujeto. En ciertas de
tales realizaciones, los métodos son para detener la progresion de la aterosclerosis en un sujeto. En ciertas de tales
realizaciones, los métodos son para reducir el tamafio y/o la prevalencia de las placas ateroscleréticas en un sujeto.
En ciertas realizaciones, los métodos reducen el riesgo de un sujeto de desarrollar aterosclerosis.

En ciertas realizaciones, los métodos descritos mejoran el resultado cardiovascular en un sujeto. En ciertas de tales
realizaciones, el resultado cardiovascular mejorado es la reduccion del riesgo de desarrollar cardiopatia coronaria.
En ciertas de tales realizaciones, el resultado cardiovascular mejorado es una reduccion en la aparicion de uno o
mas acontecimientos cardiovasculares importantes, que incluyen, pero no se limitan a, muerte, infarto de miocardio,
reinfarto, ictus, shock cardiogénico, edema pulmonar, parada cardiaca y arritmia ventricular. En ciertas de tales
realizaciones, el resultado cardiovascular mejorado se pone de manifiesto por la mejora del espesor de la media
intima de la cardtida. En ciertas de tales realizaciones, la mejora del espesor de la media intima de la carétida es
una disminucion del espesor. En ciertas de tales realizaciones, la mejora del espesor de la media intima de la
carotida es una prevencion de un incremento del espesor de la media intima.

En ciertas de tales realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende un compuesto antisentido corto
dirigido a un acido nucleico de ApoB es para usar en terapia. En ciertas realizaciones, la terapia es la reduccion de
LDL-C, ApoB, VLDL-C, IDL-C, no-HDL-C, Lp(a), triglicéridos en suero, triglicéridos en higado, Ox-LDL-C, particulas
pequeias de LDL, VLDL pequefas, fosfolipidos o fosfolipidos oxidados en un individuo. En ciertas realizaciones, la
terapia es el tratamiento de hipercolesterolemia, hipercolesterolemia no familiar, hipercolesterolemia familiar,
hipercolesterolemia familiar heterocigética, hipercolesterolemia familiar homocigética, dislipidemia mixta,
aterosclerosis, un riesgo de desarrollar aterosclerosis, cardiopatia coronaria, antecedentes de cardiopatia coronaria,
cardiopatia coronaria de inicio precoz, uno o mas factores de riesgo de cardiopatia coronaria, diabetes de tipo Il,
diabetes de tipo Il con dislipidemia, dislipidemia, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia, hiperacidemia grasa, esteatosis
hepatica, esteatohepatitis no alcohdlica o enfermedad de higado graso no alcohdlica. En realizaciones adicionales,
la terapia es la reduccion del riesgo de CPC. En ciertas realizaciones, la terapia es la prevencion de la
aterosclerosis. En ciertas realizaciones, la terapia es la prevencién de cardiopatia coronaria.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende un compuesto antisentido corto dirigido a un
acido nucleico de ApoB se usa para la preparacion de un medicamento para reducir los niveles de LDL-C, ApoB,
VLDL-C, IDL-C, no-HDL-C, Lp(a), triglicéridos en suero, triglicéridos en higado, Ox-LDL-C, particulas pequefias de
LDL, VLDL pequeiias, fosfolipidos o fosfolipidos oxidados en un individuo. En ciertas realizaciones, una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB se usa para la
preparacion de un medicamento para reducir el riesgo de cardiopatia coronaria. En ciertas realizaciones, un
compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB se usa para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de hipercolesterolemia, hipercolesterolemia no familiar, hipercolesterolemia familiar,
hipercolesterolemia familiar heterocigética, hipercolesterolemia familiar homocigética, dislipidemia mixta,
aterosclerosis, un riesgo de desarrollar aterosclerosis, cardiopatia coronaria, antecedentes de cardiopatia coronaria,
cardiopatia coronaria de inicio precoz, uno o mas factores de riesgo de cardiopatia coronaria, diabetes de tipo Il,
diabetes de tipo Il con dislipidemia, dislipidemia, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia, hiperacidemia grasa, esteatosis
hepatica, esteatohepatitis no alcohdlica, o enfermedad de higado graso no alcohdlica.

Terapias de combinacion con ApoB

En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto antisentido corto
dirigido a un acido nucleico de ApoB se administran conjuntamente con uno o mas agentes farmacéuticos distintos.
En ciertas realizaciones, dichos uno o mas agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar la misma
enfermedad o afeccién que las una o0 mas composiciones farmacéuticas de la presente invencion. En ciertas de tales
realizaciones, los uno o mas agentes farmacéuticos son agentes hipolipemiantes. En ciertas realizaciones, dichos
uno o mas agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar otra enfermedad o afeccion distinta a la de
las una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencién. En ciertas realizaciones, dichos uno o mas
agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar un efecto indeseado de las una o mas composiciones

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2471978 T3

farmacéuticas de la presente invencion. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la
presente invencion se administran conjuntamente con otro agente farmacéutico para tratar un efecto indeseado de
dicho otro agente farmacéutico. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente
invencion y uno o mas agentes farmacéuticos distintos se administran al mismo tiempo. En ciertas realizaciones, una
0 mas composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon y uno o mas agentes farmacéuticos distintos se
administran en momentos diferentes. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la
presente invencion y uno o mas agentes farmacéuticos distintos se preparan juntos en una uUnica formulacion. En
ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencion y uno o mas agentes
farmacéuticos distintos se preparan por separado.

En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB
incluyen agentes hipolipemiantes. En ciertas de tales realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden
administrar de forma conjunta con una composicién farmacéutica de la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a, atorvastatina, simvastatina, rosuvastatina y ezetimiba. En ciertas de tales realizaciones, el agente
hipolipemiante se administra antes de la administracién de una composicion farmacéutica de la presente invencion.
En ciertas de tales realizaciones, el agente hipolipemiante se administra después de la administracion de una
composicion farmacéutica de la presente invencion. En ciertas de tales realizaciones, el agente hipolipemiante se
administra al mismo tiempo que la composiciéon farmacéutica de la presente invencion. En ciertas de tales
realizaciones, la dosis de un agente hipolipemiante coadministrado es la misma que la dosis que se administraria si
el agente hipolipemiante se administrara solo. En ciertas de tales realizaciones, la dosis de un agente hipolipemiante
coadministrado es menor que la dosis que se administraria si el agente hipolipemiante se administrara solo. En
ciertas de tales realizaciones, la dosis de un agente hipolipemiante coadministrado es mayor que la dosis que se
administraria si el agente hipolipemiante se administrara solo.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la HMG-CoA reductasa. En
ciertas de tales realizaciones, el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es una estatina. En ciertas de tales
realizaciones, la estatina se selecciona de atorvastatina, simvastatina, pravastatina, fluvastatina y rosuvastatina.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la absorcion de colesterol. En
ciertas de tales realizaciones, el inhibidor de la absorcion de colesterol es ezetimiba.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la HMG-CoA reductasa
formulado conjuntamente con un inhibidor de la absorcion de colesterol. En ciertas de tales realizaciones, el agente
hipolipemiante formulado conjuntamente es ezetimiba/simvastatina.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la proteina de transferencia de
triglicéridos microsomal (inhibidor de MTP).

En ciertas realizaciones, un agente farmacéutico coadministrado es un secuestrante de acidos biliares. En ciertas de
tales realizaciones, el secuestrante de acidos biliares se selecciona de colestiramina, colestipol y colesevelam.

En ciertas realizaciones, un agente farmacéutico coadministrado es un acido nicotinico. En ciertas de tales
realizaciones, el acido nicotinico se selecciona de acido nicotinico de liberacién inmediata, acido nicotinico de
liberacién extendida y acido nicotinico de liberacion sostenida.

En ciertas realizaciones, un agente farmacéutico coadministrado es un acido fibrico. En ciertas de tales
realizaciones, el acido fibrico se selecciona de gemfibrozilo, fenofibrato, clofibrato, bezafibrato y ciprofibrato.

Otros ejemplos de agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB incluyen, pero no
se limitan a, corticosteroides, incluyendo, pero sin limitarse a, prednisona; inmunoglobulinas, incluyendo, pero sin
limitarse a, inmunoglobulina intravenosa (IglV); analgésicos (por ejemplo, acetaminofeno); agentes antiinflamatorios,
incluyendo, pero sin limitarse a, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo, ibuprofeno, inhibidores de la
COX-1 e inhibidores de la COX-2); salicilatos; antibiéticos; antivirales; agentes antifingicos; agentes antidiabéticos
(por ejemplo, biguanidas, inhibidores de la glucosidasa, insulinas, sulfonilureas y tiazolidendionas); modificadores
adrenérgicos; diuréticos; hormonas (por ejemplo, esteroides anabdlicos, andrégenos, estrégenos, calcitonina,
progestina, somatostatina y hormonas tiroideas); inmunomoduladores; relajantes musculares; antihistaminicos,
agentes antiosteoporosis (por ejemplo, bisfosfonatos, calcitonina y estrégenos); prostaglandinas, agentes
antineoplasicos; agentes psicoterapéuticos; sedantes; roble venenoso atlantico o zumaque veneoso; anticuerpos; y
vacunas.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende un compuesto antisentido corto dirigido a un
acido nucleico de ApoB se puede administrar junto con una terapia hipolipemiante. En ciertas de tales realizaciones,
una terapia hipolipemiante es un cambio terapéutico del estilo de vida. En ciertas de tales realizaciones, una terapia
hipolipemiante es aféresis de LDL.
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En una realizacion, los compuestos antisentido proporcionados aqui se pueden usar para disminuir el nivel de
lipoproteinas que contienen apolipoproteina B en un sujeto humano. Como se usa aqui, “lipoproteina que contiene
apolipoproteina B” se refiere a cualquier lipoproteina que tiene apolipoproteina B como su componente proteico y se
entiende que incluye LDL, VLDL, IDL, y lipoproteina(a). Cada uno de LDL, VLDL, IDL, y lipoproteina(a) contienen
una molécula de apolipoproteina B, por tanto la medida de la apolipoproteina B en suero refleja el nimero total de
estas lipoproteinas. Como se conoce en la técnica, cada una de las lipoproteinas mencionadas en lo que antecede
es aterogénica. Por tanto, la reduccién de una o mas lipoproteinas que contienen apolipoproteina B en suero puede
proporcionar un beneficio terapéutico a un sujeto humano. Las particulas pequefias de LDL se consideran
particularmente aterogénicas con respecto a las particulas grandes de LDL. Por lo que la reduccion de las particulas
pequenas de LDL puede proporcionar un beneficio terapéutico a un sujeto humano. También se pueden determinar
parametros lipidicos adicionales en un sujeto. La reduccion de la proporcion colesterol total:HDL o de la proporcion
LDL:HDL es una mejora clinicamente deseable en la proporcion del colesterol. De forma similar, es clinicamente
deseable reducir los triglicéridos en suero en seres humanos que exhiben niveles elevados de lipidos.

Otras indicaciones de enfermedad cardiovascular que se pueden medir en un sujeto incluyen el tamafo de la
particula de LDL; la concentracion en suero de LDL éster de colesterilo; la composicion en suero de LDL éster de
colesterilo; la extensién de la poliinsaturacion de LDL ésteres de colesterilo en suero; y los niveles en suero de HDL
colesterol. Como se usa aqui, “el tamafo de particula de LDL en suero” se refiere a la clasificacion del tamafio de
particula de LDL en suero, que puede ser muy pequefia, pequefia, medio o grande, y tipicamente se expresa en
g/umol. En el contexto de la presente invencion, “concentracion en suero de LDL éster de colesterilo” quiere decir la
cantidad de éster de colesterilo presente en las particulas de LDL y tipicamente se mide en mg/dl. En el contexto de
la presente invencion, “composicién en suero de LDL éster de colesterilo” es una medida del porcentaje de ésteres
de colesterilo de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados presentes en las particulas de LDL en
suero. “Poliinsaturacion de ésteres de colesterilo en LDL en suero” quiere decir el porcentaje de ésteres de
colesterilo de acidos grasos poliinsaturados en las particulas de LDL en suero.

Los expertos en la técnica conocen bien los métodos para obtener muestras de suero o plasma para analisis y
métodos de preparacion de las muestras de suero para analisis. Con respecto a las determinaciones de
lipoproteinas, colesterol, triglicéridos y ésteres de colesterilo, los términos “suero” y “plasma” se usan aqui de forma
intercambiable.

En otra realizacién, los compuestos antisentido proporcionados aqui se pueden usar para tratar trastornos
metabdlicos. Se puede emplear una diversidad de biomarcadores para evaluar la enfermedad metabdlica. Por
ejemplo, un médico, o incluso el paciente, puede determinar los niveles de glucosa en sangre usando un kit de
analisis disponible habitualmente o un glucosimetro (por ejemplo, el kit Ascensia ELITE™, Ascensia (Bayer),
Tarrytown NY, o Accucheck, Roche Diagnostics). También se pueden medir los niveles de hemoglobina glucada
(HbA\). La HbA\. es una variante de hemoglobina minoritaria estable formada in vivo mediante la modificacion
postraduccional de la glucosa y contiene, principalmente, cadena B glucada en NHa-terminal. Existe una fuerte
correlacion entre los niveles de HbA. y los niveles medios de glucosa en sangre durante los 3 meses previos. Por
tanto, la HbA,; a menudo se ve como “el patron” para medir el control sostenido de la glucosa en sangre (Bunn, H.F.
et al.,, 1978, Science. 200, 21-7). La HbA se puede medir mediante HPLC de intercambio idnico o mediante
inmunoensayo; actualmente se dispone de gran cantidad de kit para recoleccion domiciliara de sangre y su envio
para la determinacion de HbA\. La fructosamina en suero es otra medida del control estable de la glucosa y se
puede medir mediante un método colorimétrico (Cobas Integra, Roche Diagnostics).

Ciertos compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos estan dirigidos a un acido nucleico de ApoB que tiene la
secuencia de numero de acceso en GENBANK® NM_000384.1, incorporada aqui como SEC ID NO: 1. En ciertas de
tales realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a la SEC ID NO: 1 es al menos un 90% complementario
ala SEC ID NO: 1. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a la SEC ID NO: 1 es al
menos un 95% complementario a la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto antisentido corto
dirigido a la SEC ID NO: 1 es 100% complementario a la SEC ID NO: 1. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a la SEC ID NO: 1 comprende una secuencia nucleotidica seleccionada de las secuencias
nucleotidicas indicadas en la Tabla 1 y en la Tabla 2.

La secuencia nucleotidica indicada en cada SEC ID NO en las Tablas 1 y 2 es independiente de cualquier
modificacién de un resto de azucar, un enlace monomérico o una base nucleotidica. Como tales, los compuestos
antisentido cortos definidos por una SEC ID NO pueden comprender, de forma independiente, una o mas
modificaciones en un resto de azucar, un enlace internucleosidico o una base nucleotidica. Los compuestos
antisentido descritos por el Numero Isis (n° Isis) indican una combinacion de secuencia de bases nucleotidicas y una
o mas modificaciones en un resto de azUcar, un enlace internucleosidico o una base nucleotidica.

Las Tablas 1y 2 ilustran ejemplos de compuestos antisentido cortos dirigidos a la SEC ID NO: 1. La Tabla 1 ilustra
compuestos antisentido cortos que son 100% complementarios a la SEC ID NO: 1. La Tabla 2 ilustra compuestos
antisentido cortos que tienen uno o dos apareamientos erréneos con respecto a la SEC ID NO: 1. La columna
denominada “motivo gapmero” indica el motivo ala-salto-ala de cada compuesto antisentido corto. El segmento salto
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comprende 2’- desoxinucledtidos y cada nucledtido de cada segmento de ala comprende un azdcar modificado en
2'. El azicar modificado en 2’ concreto también esta indicado en la columna “motivo gapmero”. Por ejemplo, “2-10-2
MOE” significa un motivo gapmero 2-10-2, en el que un segmento de salto de diez 2’-desoxinucledtidos esta
flanqueado por segmentos ala de dos nucleétidos, en los que los nucleétidos de los segmentos ala son nucledtidos
2’-MOE. Los enlaces internucleosidicos son fosforotioato. Los compuestos antisentido cortos comprenden 5-metil-
citidina en lugar de citosina no modificada, a menos que “citosina no modificada” esté en la lista en la columna del
motivo gapmero, en cuyo caso las citosinas indicadas son citosinas no modificadas. Por ejemplo, “5-mC sélo en
salto” indica que el segmento de salto tiene 5-metilcitosinas, mientras que los segmentos ala tienen citosinas no

modificadas.
Tabla 1: Compuestos antisentido cortos dirigidos a la SEC ID NO: 1

N° ISIS g’itio diana eng’itio diana enSecuencia (5'-3’) Motivo gapmero SEC ID NO
372816 263 278 CCGGAGGTGCTTGAAT  [3-10-3 MOE 16
372894 264 277 CGGAGGTGCTTGAA 2-10-2 MOE 17
372817 428 443 GAAGCCATACACCTCT  [3-10-3 MOE 18
372895 429 442 IAAGCCATACACCTC 2-10-2 MOE 19
372818 431 446 GTTGAAGCCATACACC  [3-10-3 MOE 20
372896 432 445 TTGAAGCCATACAC 2-10-2 MOE 21
372819 438 453 CCTCAGGGTTGAAGCC [3-10-3 MOE 22
372897 439 452 CTCAGGGTTGAAGC 2-10-2 MOE 23
372820 443 458 TTTGCCCTCAGGGTTG  [3-10-3 MOE 24
372898 444 457 TTGCCCTCAGGGTT 2-10-2 MOE 25
372821 468 483 AGTTCTTGGTTTTCTT 3-10-3 MOE 26
372899 469 482 GTTCTTGGTTTTCT 2-10-2 MOE 27
372822 587 602 CCTCTTGATGTTCAGG 3-10-3 MOE 28
372900 588 601 CTCTTGATGTTCAG 2-10-2 MOE 29
372823 592 607 ATGCCCCTCTTGATGT 3-10-3 MOE 30
372901 593 606 TGCCCCTCTTGATG 2-10-2 MOE 31
346583 715 728 TGCCACATTGCCCT 3-8-3 MOE 32
346584 716 729 TTGCCACATTGCCC 3-8-3 MOE 33
346585 717 730 GTTGCCACATTGCC 3-8-3 MOE 34
346586 718 731 TGTTGCCACATTGC 3-8-3 MOE 35
346587 719 732 CTGTTGCCACATTG 3-8-3 MOE 36
346588 720 733 TCTGTTGCCACATT 3-8-3 MOE 37
346589 721 734 TTCTGTTGCCACAT 3-8-3 MOE 38
346590 722 735 TTTCTGTTGCCACA 3-8-3 MOE 39
346591 723 736 ATTTCTGTTGCCAC 3-8-3 MOE 40
372824 929 944 GTAGGAGAAAGGCAGG [3-10-3 MOE 41
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372902 930 943 TAGGAGAAAGGCAG 2-10-2 MOE 42
372825 1256 1271 GGCTTGTAAAGTGATG  [3-10-3 MOE 43
372903 1257 1270 GCTTGTAAAGTGAT 2-10-2 MOE 44
372826 1304 1319 CCACTGGAGGATGTGA [3-10-3 MOE 45
372904 1305 1318 CACTGGAGGATGTG 2-10-2 MOE 46
372829 2135 2150 TTTCAGCATGCTTTCT 3-10-3 MOE 47
372907 2136 2149 TTCAGCATGCTTTC 2-10-2 MOE 48
372832 2774 2789 CATATTTGTCACAAAC 3-10-3 MOE 49
372910 2775 2788 ATATTTGTCACAAA 2-10-2 MOE 50
372833 2779 2794 IATGCCCATATTTGTCA 3-10-3 MOE 51
372911 2780 2793 TGCCCATATTTGTC 2-10-2 MOE 52
372835 2961 2976 TTTTGGTGGTAGAGAC  [3-10-3 MOE 53
372913 2962 2975 TTTGGTGGTAGAGA 2-10-2 MOE 54
346592 3248 3261 TCTGCTTCGCACCT 3-8-3 MOE 55
346593 3249 3262 GTCTGCTTCGCACC 3-8-3 MOE 56
346594 3250 3263 AGTCTGCTTCGCAC 3-8-3 MOE 57
346595 3251 3264 CAGTCTGCTTCGCA 3-8-3 MOE 58
346596 3252 3265 TCAGTCTGCTTCGC 3-8-3 MOE 59
346597 3253 3266 CTCAGTCRGCTTCG 3-8-3 MOE 60
346598 3254 3267 CCTCAGTCTGCTTC 3-8-3 MOE 61
346599 3255 3268 GCCTCAGTCTGCTT 3-8-3 MOE 62
346600 3256 3269 IAGCCTCAGTCTGCT 3-8-3 MOE 63
372836 3350 3365 AACTCTGAGGATTGTT 3-10-3 MOE 64
372914 3351 3364 ACTCTGAGGATTGT 2-10-2 MOE 65
372837 3355 3370 TCATTAACTCTGAGGA 3-10-3 MOE 66
372915 3356 3369 CATTAACTCTGAGG 2-10-2 MOE 67
372838 3360 3375 ATTCATCATTAACTCT 3-10-3 MOE 68
372916 3361 3374 TTCATCATTAACTC 2-10-2 MOE 69
372839 3409 3424 TTGTTCTGAATGTCCA 3-10-3 MOE 70
387461 3409 3424 TTGTTCTGAATGTCCA 3-10-3 Metilenoxi BNA70
citosinas no modificadas|
en el salto
380147 3409 3424 TTGTTCTGAATGTCCA 3-10-3 Metilenoxi BNA |70
372917 3410 3423 TGTTCTGAATGTCC 2-10-2 MOE 73
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372840 3573 3588 CAGATGAGTCCATTTG 3-10-3 MOE 74
372918 3574 3587 AGATGAGTCCATTT 2-10-2 MOE 75
372841 3701 3716 ATCCACAGGGAAATTG  [3-10-3 MOE 76
372919 3702 3715 TCCACAGGGAAATT 2-10-2 MOE 77
372843 4219 4234 CAGTTGTACAAGTTGC 3-10-3 MOE 78
372921 4220 4233 AGTTGTACAAGTTG 2-10-2 MOE 79
372844 4301 4316 CACAGAGTCAGCCTTC  3-10-3 MOE 80
372922 4302 4315 ACAGAGTCAGCCTT 2-10-2 MOE 81
372845 4308 4323 GGTCAACCACAGAGTC  3-10-3 MOE 82
372923 4309 4322 GTCAACCACAGAGT 2-10-2 MOE 83
346601 5588 5601 CAGCCACATGCAGC 3-8-3 MOE 84
346602 5589 5602 CCAGCCACATGCAG 3-8-3 MOE 85
346603 5590 5603 ACCAGCCACATGCA 3-8-3 MOE 86
346604 5591 5604 TACCAGCCACATGC 3-8-3 MOE 87
346605 5592 5605 TTACCAGCCACATG 3-8-3 MOE 88
346606 5593 5606 GTTACCAGCCACAT 3-8-3 MOE 89
346607 5594 5607 GGTTACCAGCCACA 3-8-3 MOE 90
346608 5595 5608 AGGTTACCAGCCAC 3-8-3 MOE 91
346609 5596 5609 TAGGTTACCAGCCA 3-8-3 MOE 92
372851 5924 5939 AGGTTCTGCTTTCAAC 3-10-3 MOE 93
372929 5925 5938 GGTTCTGCTTTCAA 2-10-2 MOE 94
372854 6664 6679 TACTGATCAAATTGTA 3-10-3 MOE 95
372932 6665 6678 ACTGATCAAATTGT 2-10-2 MOE 96
372855 6908 6923 TTTTTCTTGTATCTGG 3-10-3 MOE 97
372933 6909 6922 TTTTCTTGTATCTG 2-10-2 MOE 98
372856 7190 7205 ATCCATTAAAACCTGG 3-10-3 MOE 99
372934 7191 7204 TCCATTAAAACCTG 2-10-2 MOE 100
372858 7817 7832 ATATTGCTCTGCAAAG 3-10-3 MOE 101
372936 7818 7831 TATTGCTCTGCAAA 2-10-2 MOE 102
346610 7818 7831 TATTGCTCTGCAAA 3-8-3 MOE 102
346611 7819 7832 ATATTGCTCTGCAA 3-8-3 MOE 104
346612 7820 7833 AATATTGCTCTGCA 3-8-3 MOE 105
346613 7821 7834 GAATATTGCTCTGC 3-8-3 MOE 106
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346614 7822 7835 AGAATATTGCTCTG 3-8-3 MOE 107
346615 7823 7836 TAGAATATTGCTCT 3-8-3 MOE 108
346616 7824 7837 ATAGAATATTGCTC 3-8-3 MOE 109
346617 7825 7838 GATAGAATATTGCT 3-8-3 MOE 110
346618 7826 7839 GGATAGAATATTGC 3-8-3 MOE 111
372859 7995 8010 ATGGAATCCTCAAATC 3-10-3 MOE 112
372937 7996 8009 TGGAATCCTCAAAT 2-10-2 MOE 113
372861 8336 8351 GAATTCTGGTATGTGA 3-10-3 MOE 114
372939 8337 8350 AATTCTGGTATGTG 2-10-2 MOE 115
372862 8341 8356 AGCTGGAATTCTGGTA  |3-10-3 MOE 116
372940 8342 8355 GCTGGAATTCTGGT 2-10-2 MOE 117
372863 8539 8554 TGAAAATCAAAATTGA 3-10-3 MOE 118
372941 8540 8553 GAAAATCAAAATTG 2-10-2 MOE 119
372871 9344 9359 AAACAGTGCATAGTTA 3-10-3 MOE 120
372949 9345 9358 AACAGTGCATAGTT 2-10-2 MOE 121
372872 9515 9530 TTCAGGAATTGTTAAA 3-10-3 MOE 122
372950 9516 9529 TCAGGAATTGTTAA 2-10-2 MOE 123
372875 9794 9809 TTTTGTTTCATTATAG 3-10-3 MOE 124
372953 9795 9808 TTTGTTTCATTATA 2-10-2 MOE 125
372877 10157 10172 GATGACACTTGATTTA 3-10-3 MOE 126
372955 10158 10171 ATGACACTTGATTT 2-10-2 MOE 127
372878 10161 10176 GTGTGATGACACTTGA  [3-10-3- MOE 128
372956 10162 10175 TGTGATGACACTTG 2-10-2 MOE 129
372879 10167 10182 TATTCAGTGTGATGAC 3-10-3 MOE 130
372957 10168 10181 ATTCAGTGTGATGA 2-10-2 MOE 131
372880 10172 10187 ATTGGTATTCAGTGTG 3-10-3 MOE 132
372958 10173 10186 TTGGTATTCAGTGT 2-10-2 MOE 133
346619 10838 10851 CCTCTAGCTGTAAG 3-8-3 MOE 134
346620 10839 10852 CCCTCTAGCTGTAA 3-8-3 MOE 135
346621 10840 10853 GCCCTCTAGCTGTA 3-8-3 MOE 136
346622 10841 10854 GGCCCTCTAGCTGT 3-8-3 MOE 137
346623 10842 10855 AGGCCCTCTAGCTG 3-8-3 MOE 138
346624 10843 10856 GAGGCCCTCTAGCT 3-8-3 MOE 139
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346625 10844 10857 AGAGGCCCTCTAGC 3-8-3 MOE 140
346626 10845 10858 AAGAGGCCCTCTAG 3-8-3 MOE 141
346627 10846 10859 AAAGAGGCCCTCTA 3-8-3 MOE 142
372890 13689 13704 GAATGGACAGGTCAAT  3-10-3 MOE 143
372968 13690 13703 AATGGACAGGTCAA 2-10-2 MOE 144
372891 13694 13709 GTTTTGAATGGACAGG  [3-10-3 MOE 145
372969 13695 13708 TTTTGAATGGACAG 2-10-2 MOE 146
372892 13699 13714 TGGTAGTTTTGAATGG 3-10-3 MOE 147
372970 13700 13713 GGTAGTTTTGAATG 2-10-2 MOE 148
346628 13907 13920 TCACTGTATGGTTT 3-8-3 MOE 149
346629 13908 13921 CTCACTGTATGGTT 3-8-3 MOE 150
346630 13909 13922 GCTCACTGTATGGT 3-8-3 MOE 151
346631 13910 13923 GGCTCACTGTATGG 3-8-3 MOE 152
346632 13911 13924 TGGCTCACTGTATG 3-8-3 MOE 153
346633 13912 13925 CTGGCTCACTGTAT 3-8-3 MOE 154
346634 13913 13926 GCTGGCTCACTGTA 3-8-3 MOE 155
346635 13914 13927 GGCTGGCTCACTGT 3-8-3 MOE 156
346636 13915 13928 AGGCTGGCTCACTG 3-8-3 MOE 157
346637 13963 13976 CAGGTCCAGTTCAT 3-8-3 MOE 158
346638 13964 13977 GCAGGTCCAGTTCA 3-8-3 MOE 159
346639 13965 13978 TGCAGGTCCAGTTC 3-8-3 MOE 160
346640 13966 13979 GTGCAGGTCCAGTT 3-8-3 MOE 161
346641 13967 13980 GGTGCAGGTCCAGT 3-8-3 MOE 162
346642 13968 13981 TGGTGCAGGTCCAG 3-8-3 MOE 163
346643 13969 13982 TTGGTGCAGGTCCA 3-8-3 MOE 164
346644 13970 13983 TTTGGTGCAGGTCC 3-8-3 MOE 165
346645 13971 13984 CTTTGGTGCAGGTC 3-8-3 MOE 166
346646 14051 14064 TAACTCAGATCCTG 3-8-3 MOE 167
346647 14052 14065 ATAACTCAGATCCT 3-8-3 MOE 168
346648 14053 14066 AATAACTCAGATCC 3-8-3 MOE 169
346649 14054 14067 AAATAACTCAGATC 3-8-3 MOE 170
346650 14055 14068 IAAAATAACTCAGAT 3-8-3 MOE 171
346651 14056 14069 CAAAATAACTCAGA 3-8-3 MOE 172
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346652 14057 14070 GCAAAATAACTCAG 3-8-3 MOE 173
346653 14058 14071 AGCAAAATAACTCA 3-8-3 MOE 174
346654 14059 14072 TAGCAAAATAACTC 3-8-3 MOE 175

Tabla 2: Compuestos antisentido cortos dirigidos a la SEC ID NO: 1 y que tienen 1 6 2 apareamientos erroneos

NeISIS| Sitio Sitio Secuencia (5'-3’) Motivo gapmero SEC ID NO
diana en | diana en
5 3
372894 (771 784 CGGAGGTGCTTGAA 2-10-2 MOE 17
372905 [1111 1124 CAGGGCCTGGAGAG 2-10-2 MOE 176
346628 [1493 1506 TCACTGTATGGTTT 3-8-3 MOE 149
372828 2006 2021 TCTGAAGTCCATGATC 3-10-3 MOE 177
372906 2007 2020 CTGAAGTCCATGAT 2-10-2 MOE 178
372830 [2382 2397 TGGGCATGATTCCATT 3-10-3 MOE 179
372908 [2383 2396 GGGCATGATTCCAT 2-10-2 MOE 180
346616 [3162 3175 ATAGAATATTGCTC 3-8-3 MOE 109
346617 [3163 3176 GATAGAATATTGCT 3-8-3 MOE 110
372929 (3513 3526 GGTTCTGCTTTCAA 2-10-2 MOE 94
372946 3800 3813 TGGAGCCCACGTGC 2-10-2 MOE 181
372904 4040 4053 CACTGGAGGATGTG 2-10-2 MOE 46
372842 |4084 4099 TTGAAGTTGAGGGCTG 3-10-3 MOE 182
372920 (4085 4098 TGAAGTIGAGGGCT 2-10-2 MOE 183
346586 (4778 4791 TGTTGCCACATTGC 3-8-3 MOE 35
372847 5030 5045 ACCAGTATTAATTTTG 3-10-3 MOE 184
372925 [5031 5044 CCAGTATTAATTTT 2-10-2 MOE 185
372848 [5192 5207 GTGTTCTTTGAAGCGG 3-10-3 MOE 186
372926 (5193 5206 TGTTCTTTGAAGCG 2-10-2 MOE 187
372953 5625 5638 TTTGTTTCATTATA 2-10-2 MOE 125
372935 7585 7598 AGTTACTTTGGTGT 2-10-2 MOE 188
372860 (8255 8270 TGGTACATGGAAGTCT 3-10-3 MOE 189
372938 | 8256 8269 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 MOE 190
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391260 [ 8256 8269 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 MOE 190
392068 [8256 8269 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 MOE 190
387462 |8256 8269 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 metilenoxi BNA 190
1-1-10-22'-(butilacetomido)-palmitamida
metilenoxi BNA/metilenoxi BNA
391872 | 8256 8269 GGTACATGGAAGTC Citosinas no modificadas en el salto 190
380148 | 8256 8269 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 Metilenoxi BNA 190
1-1-10-2 2'-(butilacetomido)-
palmitamida/MOE/MOE Citosinas no
391871 |8256 8269 GGTACATGGAAGTC modificadas en el salto 190
391755 | 8256 8269 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 ENA mC sélo en el ala 190
2-10-2 (6'S)-6"-metil-Metilenoxi BNA
398296 | 8256 8269 GGTACATGGAAGTC Citosinas no modificadas 190
372942 (8455 8468 TCCATGCCATATGT 2-10-2 MOE 200
372865 8888 8903 CCCTGAAGAAGTCCAT 3-10-3 MOE 201
372943 | 8889 8902 CCTGAAGAAGTCCA 2-10-2 MOE 202
372866 (8908 8923 GCCCAGTTCCATGACC 3-10-3 MOE 203
372944 18909 8922 CCCAGTTCCATGAC 2-10-2 MOE 204
372867 [9058 9073 TTGAGGAAGCCAGATT 3-10-3 MOE 205
372945 (9059 9072 TGAGGAAGCCAGAT 2-10-2 MOE 206
372870 (9261 9276 TGGATGCAGTAATCTC 3-10-3 MOE 207
372948 9262 9275 GGATGCAGTAATCT 2-10-2 MOE 208
37288110185 10200 TATAAAGTCCAGCATT 3-10-3 MOE 209
372959 (10186 10199 ATAAAGTCCAGCAT 2-10-2 MOE 210
372882 (10445 10460 AAGTTCCTGCTTGAAG 3-10-3 MOE 211
372960 (10446 10459 AGTTCCTGCTTGAA 2-10-2 MOE 212
372964 (11451 11464 AATGGTGAAGTACT 2-10-2 MOE 213
346612 (13459 13472 AATATTGCTCTGCA 3-8-3 MOE 105
346613 (13460 13473 GAATATTGCTCTGC 3-8-3 MOE 106

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 263-278 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a los nucleétidos 263-278 de la SEC ID NO: 1 comprenden
una secuencia nucleotidica seleccionada de la SEC ID NO: 16 6 17. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucledtidos 263-278 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372816 6 372894.
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En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 428-483 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 428-483 de la SEC ID NO: 1 comprende una
secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 6 27. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 428-483 de la SEC ID N° 1 se selecciona de
los n® Isis 372817, 372895, 372818, 372896, 372819, 372897, 372820, 372898, 372821, 6 372899.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 428-458 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 428-458 de la SEC ID NO: 1 comprende una
secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 6 25. En ciertas de tales realizaciones,
un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 428-458 de la SEC ID NO: 1 se selecciona de los n®*° Isis
372817, 372895, 372818, 372896, 372819, 372897, 372820 6 372898.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 468-483 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 468-483 de la SEC ID NO: 1 comprende una
secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 26 6 27. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 468-483 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372821 ¢ 372899.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 587-607 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 587-607 de la SEC ID NO: 1 comprende una
secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 28 29, 30, 6 31. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucledtidos 587-607 de la SEC ID NO: 1 se selecciona de los n® Isis 372822, 372900,
372823 6 372901.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 715-736 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 715-736 de la SEC ID NO: 1 comprende una
secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 6 40. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 715-736 de la SEC ID NO: 1 se selecciona
de los n°® Isis 346583, 346584, 346585, 346586, 346587, 346588, 346589, 346590 6 346591.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 929-944 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 929-944 de la SEC ID NO: 1 comprende una
secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 41 6 42. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 929-944 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372824 6 372902.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 1256-1319 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 1256-1319 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 43 44, 45, 6 46. En ciertas de tales realizaciones, un
compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 1256-1319 de la SEC ID NO: 1 se selecciona de los n®® Isis
372825, 372903, 372826 6 372904.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 1256-1271 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 1256-1271 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 43 6 44. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 1256-1271 de la SEC ID N° 1 se selecciona del n° Isis 372825 6 372903.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 1304-1319 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 1304-1319 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 45 6 46. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 1304-1319 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372826 6 372904.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 2135-2150 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 2135-2150 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 47 6 48. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 2135-2150 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372829 6 372907.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 2774-2794 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 2774-2794 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 49 50, 51, 6 52. En ciertas de tales realizaciones, un
compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 2774-2794 de la SEC ID NO: 1 se selecciona de los n*® Isis
372832, 372910, 372833 6 372911.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 2961-2976 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 2961-2976 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 53 6 54. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nuclettidos 2961-2976 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372835 6 372913.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 3248-3269 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 3248-3269 de la SEC ID NO: 1 comprende
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una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62 6 63. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 3248-3269 de la SEC ID NO: 1 se selecciona
de los n°® Isis 346592, 346593, 346594, 346595, 346596, 346597, 346598, 346599 6 346600.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 3350-3375 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 3350-3375 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 64 65, 66, 67, 68 6 69. En ciertas de tales realizaciones, un
compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 3350-3375 de la SEC ID NO: 1 se selecciona de los n®*® Isis
372836, 372914, 372837, 372915, 372838, 6 372916.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 3409-3424 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 3409-3424 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 70 6 73. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleétidos 3409-3424 de la SEC ID NO: 1 se selecciona de los n® Isis 372839,
387461, 380147 6 372917.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 3573-3588 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 3573-3588 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 74 6 75. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucledtidos 3573-3588 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372840 6 372918.
En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 3701-3716 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 3701-3716 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 76 6 77. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 3701-3716 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372841 6 372919.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 4219-4234 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 4219-4234 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 78 6 79. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 4219-4234 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372843 6 372921.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 4301-4323 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 4301-4323 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 80, 81, 82, u 83. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleétidos 4301-4323 de la SEC ID NO: 1 se selecciona de los n® Isis 372844,
372922, 372845 6 372923.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 5588-5609 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 5588-5609 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91 6 92. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 5588-5609 de la SEC ID NO: 1 se selecciona
de los n°® Isis 346601, 346602, 346603, 346604, 346605, 346606, 346607, 346608 6 346609.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 5924-5939 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 5924-5939 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 93 6 94. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 5924-5939 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372851 6 372929.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 6664-6679 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 6664-6679 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 95 6 96. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 6664-6679 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372854 6 372932.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 6908-6923 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 6908-6923 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 97 6 98. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 6908-6923 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372855 6 372933.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucledtidos 7190-7205 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 7190-7205 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 99 6 100. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 7190-7205 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372856 6 372934.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 7817-7839 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 7817-7839 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 101, 102, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 6 111. En
ciertas de tales realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 7817-7839 de la SEC ID NO:
1 se selecciona de los n°® Isis 372858, 372936, 346610, 346611, 346612, 346613, 346614, 346615, 346616, 346617
6 346618.
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En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 7995-8010 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 7995-8010 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 112 6 113. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 7995-8010 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372859 6 372937.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 8336-8356 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 8336-8356 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 114 115, 116, 6 117. En ciertas de tales realizaciones, un
compuesto antisentido corto dirigido a los nucledtidos 8336-8356 de la SEC ID NO: 1 se selecciona de los n®*® Isis
372861, 372939, 372862 6 372940.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 8539-8554 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 8539-8554 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 118 6 119. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 8539-8554 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372863 6 372941.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 9344-9359 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 9344-9359 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 120 6 121. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 9344-9359 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372871 6 372949.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 9515-9530 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 9515-9530 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 122 6 123. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 9515-9530 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372872 6 372950.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 9794-9809 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 9794-9809 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 124 ¢ 125. En ciertas de tales realizaciones, un compuesto
antisentido corto dirigido a los nucleotidos 9794-9809 de la SEC ID NO: 1 se selecciona del n° Isis 372875 6 372953.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 10157-10187 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 10157-10187 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 6 133. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucledtidos 10157-10187 de la SEC ID NO: 1 se
selecciona de los n® Isis 372877, 372955, 372878, 372956, 372879, 372957, 372880 6 372958.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 10838-10859 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 10838-10859 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141 6 142. En ciertas de
tales realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 10838-10859 de la SEC ID NO: 1 se
selecciona de los n® Isis 346619, 346620, 346621, 346622, 346623, 346624, 346625, 346626 6 346627.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 13689-13714 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 13689-13714 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 143, 144, 145, 146, 147 6 148. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucledtidos 13689-13714 de la SEC ID NO: 1 se
selecciona de los n® Isis 372890, 372968, 372891, 372969, 372892, 6 372970.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 13907-13928 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 13907-13928 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156 6 157. En ciertas de
tales realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 13907-13928 de la SEC ID NO: 1 se
selecciona de los n® Isis 346628, 346629, 346630, 346631, 346632, 346633, 346634, 346635 6 346636.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 13963-13984 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 13963-13984 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165 6 166. En ciertas de
tales realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucledtidos 13963-13984 de la SEC ID NO: 1 se
selecciona de los n® Isis 346637, 346638, 346639, 346640, 346641, 346642, 346643, 346644 6 346645.

En ciertas realizaciones, una region diana es los nucleétidos 14051-14072 de la SEC ID NO: 1. En ciertas de tales
realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleétidos 14051-14072 de la SEC ID NO: 1 comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de SEC ID NO 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174 6 175. En ciertas de
tales realizaciones, un compuesto antisentido corto dirigido a los nucleotidos 14051-14072 de la SEC ID NO: 1 se
selecciona de los n® Isis 346646, 346647, 346648, 346649, 346650, 346651, 346652, 346653 6 346654.
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En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen una longitud
de 8 a 16, preferiblemente de 9 a 15, mas preferiblemente de 9 a 14, mas preferiblemente de 10 a 14 nucledtidos de
longitud. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen
una longitud de 9 a 14 nucledtidos. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido
nucleico de ApoB tienen una longitud de 10 a 14 nucledtidos. En ciertas realizaciones, dichos compuestos
antisentido cortos son oligonucleotidicos antisentido cortos.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB son gapmeros
cortos. En ciertas de tales realizaciones, los gapmeros cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB comprenden al
menos una modificacion de alta afinidad en una o mas alas del compuesto. En ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB comprenden de 1 a 3 modificaciones de alta afinidad en
cada ala. En ciertas de tales realizaciones, los nucleésidos o nucleétidos del ala comprenden una modificaciéon en 2'.
En ciertas realizaciones, los monémeros del ala son BNA. En ciertas de tales realizaciones, los monémeros del ala
se seleccionan de o-L-metilenoxi (4’-CH2-O-2') BNA, B-D-metilenoxi (4-CH,-O-2’) BNA, etilenoxi (4’-(CHz).-O-
2')BNA, aminooxi (4-CH2-O-N(R)-2’) BNA y oxiamino (4-CH.-N(R)-O-2') BNA. En ciertas realizaciones, los
monomeros de un ala comprenden un sustituyente en la posicion 2’ seleccionado de alilo, amino, azido, tio, O-alilo,
O-alquilo C4-C1o, -OCF3, O-(CHz)2-O-CHj3, 2’-O(CH>)2>SCH3, O-(CH3)2-O-N(Rm)(Rn), y O-CH2-C(=0)-N(Rm)(R»), en los
que cada Ry y R, es, de forma independiente, H o alquilo C4-C+g sustituido o no sustituido. En ciertas realizaciones,
los monémeros de un ala son nucleétidos 2’MOE.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB comprenden un
salto entre el ala en 5’ y el ala en 3'. En ciertas realizaciones, el salto comprende cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, once, doce, trece o catorce monémeros. En ciertas realizaciones, los monémeros del salto son
desoxirribonucleétidos no modificados. En ciertas realizaciones, los monémeros del salto son ribonucleétidos no
modificados. En ciertas realizaciones, las modificaciones del salto (si las hay) dan como resultado un compuesto
antisentido que, cuando se une a su acido nucleico diana, soporta la escision por una RNasa, incluyendo, pero sin
limitarse a, RNasa H.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen enlaces
monoméricos uniformes. En ciertas de tales realizaciones, dichos enlaces son todos enlaces fosforotioato. En ciertas
realizaciones, los enlaces son todos enlaces fosfodiéster. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos
dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen esqueletos mixtos.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen una longitud
de 8 monoémeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB
tienen una longitud de 9 monémeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido
nucleico de ApoB tienen una longitud de 10 monémeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos
dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen una longitud de 11 monoémeros. En ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen una longitud de mondmeros. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen una longitud de 13
monomeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB
tienen una longitud de 14 mondémeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un
acido nucleico de ApoB tienen una longitud de 15 mondmeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido
cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen una longitud de 16 monémeros. En ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB comprenden de 9 a 15 monémeros. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB comprenden de 10 a 15
monomeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB
comprenden de 12 a 14 mondmeros. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido
nucleico de ApoB comprenden de 12 a 14 nucleétidos o nucleédsidos.

En ciertas realizaciones, se describen aqui métodos para modulacién de la expresion de ApoB. En ciertas
realizaciones, dichos métodos comprenden el uso de uno o mas compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido
nucleico de ApoB, en el que el compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB tiene una longitud
de alrededor de 8 a alrededor de 16, preferiblemente de 9 a 15, mas preferiblemente de 9 a 14, mas preferiblemente
de 10 a 14 monomeros (es decir, de alrededor de 8 a alrededor de 16 monémeros unidos). Un experto normal en la
técnica apreciara que esto comprende métodos de modulacion de la expresién de ApoB usando uno o mas
compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB de de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 6 16
monomeros.

En ciertas realizaciones, los métodos de modulacion de ApoB comprenden el uso de un compuesto antisentido corto
dirigido a un acido nucleico de ApoB que tiene una longitud de 8 monémeros. En ciertas realizaciones, los métodos
de modulaciéon de ApoB comprenden el uso de un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB
que tiene una longitud de 9 monémeros. En ciertas realizaciones, los métodos de modulacién de ApoB comprenden
el uso de un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB que tiene una longitud de 10
mondémeros. En ciertas realizaciones, los métodos de modulaciéon de ApoB comprenden el uso de un compuesto
antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB que tiene una longitud de 11 mondémeros. En ciertas
realizaciones, los métodos de modulacién de ApoB comprenden el uso de un compuesto antisentido corto dirigido a
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un acido nucleico de ApoB que tiene una longitud de 12 mondmeros. En ciertas realizaciones, los métodos de
modulacion de ApoB comprenden el uso de un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB
que tiene una longitud de 13 mondémeros. En ciertas realizaciones, los métodos de modulaciéon de ApoB
comprenden el uso de un compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB que tiene una longitud
de 14 mondmeros. En ciertas realizaciones, los métodos de modulacién de ApoB comprenden el uso de un
compuesto antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB que tiene una longitud de 15 mondmeros. En
ciertas realizaciones, los métodos de modulacion de ApoB comprenden el uso de un compuesto antisentido corto
dirigido a un acido nucleico de ApoB que tiene una longitud de 16 monémeros.

En ciertas realizaciones, los métodos de modulacién de la expresién de ApoB comprenden el uso de un compuesto
antisentido corto dirigido a un acido nucleico de ApoB que comprende de 9 a 15 mondémeros. En ciertas
realizaciones, los métodos de modulacion de la expresion de ApoB comprenden el uso de un compuesto antisentido
corto dirigido a un acido nucleico de ApoB que comprende de 10 a 15 mondmeros. En ciertas realizaciones, los
métodos de modulacién de la expresion de ApoB comprenden el uso de un compuesto antisentido corto dirigido a un
acido nucleico de ApoB que comprende de 12 a 14 mondmeros. En ciertas realizaciones, los métodos de
modulaciéon de la expresion de ApoB comprenden el uso de un compuesto antisentido corto dirigido a un acido
nucleico de ApoB que comprende de 12 6 14 nucledtidos o nucledsidos.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB pueden tener una
cualquiera o mas propiedades o caracteristicas de los compuestos antisentido cortos generalmente descritos aqui.
En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB tienen un motivo
(ala-salto desoxi-ala) seleccionado de 1-12-1, 1-1-10-2, 2-10-1-1, 3-10-3, 2-10-3, 2-10-2, 1-10-1, 1-10-2, 3-8-3, 2-8-2,
1-8-1, 3-6-3 6 1-6-1, mas preferiblemente 1-10-1, 2-10-2, 3-10-3 y 1-9-2.

Sales, profarmacos y bioequivalentes

Los compuestos antisentido proporcionados aqui comprenden cualquier sal, ésteres o sales de dichos ésteres
farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro equivalente funcional que, tras la administracién a un animal,
incluyendo un ser humano, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o
un residuo del mismo. De acuerdo con esto, por ejemplo, la descripcion también se extiende a profarmacos y sales
farmacéuticamente aceptables de los compuestos antisentido, sales farmacéuticamente aceptables de dichos
profarmacos, y otros bioequivalentes.

El término “profarmaco” indica un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva o menos activa que se
convierte en una forma activa (es decir, el farmaco) dentro del cuerpo o las células del mismo por accién de enzimas
enddgenas, productos quimicos y/o condiciones. En particular, las versiones profarmaco de los oligonucleétidos se
preparan como derivados SATE ((S-acetil-2-tioetil)fosfato de acuerdo con los métodos descritos en el documento
WO 93/24510 o el documento WO 94/26764. Los profarmacos también pueden incluir compuestos antisentido en los
que uno o ambos extremos comprenden bases nucleotidicas que se escinden (por ejemplo, incorporando enlaces
fosfodiéster en el esqueleto en los extremos) para producir el compuesto activo. En ciertas realizaciones, uno o mas
restos que no son farmacos se escinden de un profarmaco, dando la forma activa. En ciertas de tales realizaciones,
dichos restos que no son farmacos no son un nucledtido o un oligonucleétido.

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisioldgica y farmacéuticamente aceptables de
los compuestos descritos aqui, es decir, sales que conservan la actividad biolégica deseada del compuesto parental
y que no producen efectos toxicoldgicos indeseados en el mismo. Las sales de sodio de los oligonucledtidos
antisentido son utiles y bien aceptadas para administracion terapéutica a seres humanos.

En ciertas realizaciones, se proporcionan sales, incluyendo, pero sin limitarse a, las sales de acidos nucleicos
bicatenarios (incluyendo, pero sin limitarse a, compuestos de ARNbc).

G. Ciertas composiciones farmacéuticas

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden uno o mas
compuestos antisentido cortos y uno o mas excipientes. En ciertas de tales realizaciones, los excipientes se
seleccionan de agua, disoluciones salinas, alcohol, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilasa, estearato de
magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulosa y polivinilpirrolidona.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica de la presente invencién usando técnicas
conocidas, incluyendo, pero sin limitarse a, métodos de mezclamiento, disolucién, granulacién, formacion de
pastillas, trituracion, emulsién, encapsulacion, atrapamiento o de formacién de comprimidos.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente invencioén es un liquido (por ejemplo, una
suspension, elixir y/o disolucion). En ciertas de tales realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica liquida
usando ingredientes conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, agua, glicoles, aceites, alcoholes,
agentes aromatizantes, conservantes y agentes colorantes.
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En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente invencién es un sélido (por ejemplo, un polvo,
comprimido y/o capsula). En ciertas de tales realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica solida que
comprende uno o mas oligonucleétidos usando ingredientes conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a,
almidones, azucares, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes y agentes disgregantes.

En ciertas realizaciones, se formula una composicién farmacéutica de la presente invencidén como una preparacion
depot. Ciertas preparaciones depot son, tipicamente, de accidon mas prolongada que las preparaciones que no son
depot. En ciertas realizaciones, dichas preparaciones se administran mediante implantacion (por ejemplo
subcutanea o intramuscular) o mediante inyeccién intramuscular. En ciertas realizaciones, las preparaciones depot
se preparan usando materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo una emulsion en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio iénico, o en forma de derivados escasamente solubles, por ejemplo en forma de
una sal escasamente soluble.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica de la presente invencion comprende un sistema de
liberacion. Ejemplos de sistemas de liberacion incluyen, pero no se limitan a, liposomas y emulsiones. Ciertos
sistemas de liberacion son Utiles para preparar ciertas composiciones farmacéuticas, incluyendo las que
comprenden compuestos hidroéfobos. En ciertas realizaciones, se usan ciertos disolventes organicos, tales como
dimetilsulfoxido.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente invencién comprende una o mas moléculas
de liberaciéon especificas de tejido disefiadas para liberar el uno o mas agentes farmacéuticos de la presente
invencion en tejidos o tipos de células especificos. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas incluyen liposomas recubiertos con un anticuerpo especifico de tejido.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica de la presente invencion comprende un sistema de co-
disolvente. Ciertos de dichos sistemas de co-disolvente comprenden, por ejemplo, alcohol bencilico, un tensioactivo
apolar, un polimero organico miscible en agua y una fase acuosa. En ciertas realizaciones, dichos sistemas de co-
disolvente se usan para compuestos hidréfobos. Un ejemplo no limitante de dicho sistema de co-disolvente es el
sistema de co-disolvente de VPD, que es una disolucién de etanol absoluto que comprende 3% p/v de alcohol
bencilico, 8% p/v del tensioactivo apolar, Polisorbato 80.TM y 65% p/v de polietilenglicol 300. Las proporciones de
dichos sistemas de co-disolvente se pueden variar considerablemente sin alterar de forma significativa sus
caracteristicas de solubilidad y de toxicidad. Ademas, la identidad de los componentes del co-disolvente se puede
variar: por ejemplo, se pueden usar otros tensioactivos en lugar de Polisorbato 80.TM; el tamafio de la fraccion de
polietilenglicol puede variarse; otros polimeros biocompatibles pueden sustituir al polietilenglicol, por ejemplo
polivinilpirrolidona; y otros azucares o polisacaridos pueden sustituir a la dextrosa.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica de la presente invencion comprende un sistema de
liberacion sostenida. Un ejemplo no limitante de dicho sistema de liberacion sostenida es una matriz semipermeable
de polimeros hidréfobos sélidos. En ciertas realizaciones, los sistemas de liberacion sostenida pueden, dependiendo
de su naturaleza quimica, liberar agentes farmacéuticos durante un periodo de horas, dias, semanas o meses.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicién farmacéutica de la presente invencién para administracion
oral. En ciertas de tales realizaciones, se formula una composicién farmacéutica combinando uno o mas
oligonucledtidos con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Ciertos de dichos vehiculos permiten
formular las composiciones farmacéuticas en forma de comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles,
jarabes, suspensiones espesas, suspensiones y similares, para ingestion oral por un sujeto. En ciertas realizaciones,
las composiciones farmacéuticas para uso oral se obtienen mezclando oligonucledtidos y uno o mas excipientes
solidos. Excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, cargas, tales como azucares, incluyendo lactosa,
sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa, tales como, por ejemplo, almidon de maiz, almidén de trigo,
almidon de arroz, almidon de patata, gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa sédica y/o polivinilpirrolidona (PVP). En ciertas realizaciones, dicha mezcla opcionalmente se
tritura, y opcionalmente se afiaden adyuvantes. En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se forman
para obtener comprimidos o nucleos de pastillas. En ciertas realizaciones se afiaden agentes disgregantes (por
ejemplo, polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una sal de los mismos, tal como alginato de sodio).

En ciertas realizaciones, los nucleos de pastillas se proporcionan con recubrimientos. En ciertas de tales
realizaciones se pueden usar disoluciones de azicar concentradas, que opcionalmente pueden comprender goma
arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol y/o dioxido de titanio, disoluciones de laca y
disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. A los recubrimientos de pastillas o comprimidos se
pueden anadir colorantes o pigmentos.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas para administracién oral son capsulas duras hechas de
gelatina. Ciertas de dichas capsulas duras comprenden uno o mas agentes farmacéuticos de la presente invencion
mezclados con una o mas cargas, tales como lactosa, aglutinantes tales como almidones, y/o lubricantes tales como
talco o estearato de magnesio, y, opcionalmente, estabilizantes. En ciertas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas para administracion oral son capsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como
glicerol o sorbitol. En ciertas capsulas blandas, uno o mas agentes farmacéuticos de la presente invencion se
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disuelven o suspenden en liquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicoles
liquidos. Ademas, se pueden afiadir estabilizantes.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se preparan para administracion bucal. Ciertas de dichas
composiciones farmacéuticas son comprimidos o pildoras formuladas de un modo convencional.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica para administraciéon mediante inyeccién (por
ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular, etc.). En ciertas de tales realizaciones, una composicion
farmacéutica comprende un vehiculo y se formula en disolucién acuosa, tal como agua o tampones fisioldgicamente
compatibles, tales como disolucién de Hank, disolucion de Ringer o disolucion salina tamponada fisiolégicamente.
En ciertas realizaciones se incluyen otros ingredientes (por ejemplo, ingredientes que ayudan a la solubilidad o
sirven como conservantes). En ciertas realizaciones se preparan suspensiones inyectables usando vehiculos
liguidos adecuados, agentes de suspension y similares. Ciertas composiciones farmacéuticas para inyeccion se
presentan en forma de monodosis, por ejemplo en ampollas, o en envases con multiples dosis. Ciertas
composiciones farmacéuticas para inyeccion son suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes. Ciertos disolventes adecuados para uso en composiciones farmacéuticas para inyeccion incluyen,
pero no se limitan a, disolventes lipofilos y aceites grasos tales como aceite de sésamo, ésteres de acidos grasos
sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos, y liposomas. Las suspensiones inyectables acuosas pueden
comprender sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa sdédica,
sorbitol, o dextrano. Opcionalmente, dichas suspensiones también pueden comprender estabilizantes o agentes
adecuados que aumentan la solubilidad de los agentes farmacéuticos para permitir la preparacion de disoluciones
muy concentradas.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica para administracion transmucosal. En ciertas de
tales realizaciones se usan en la formulacién penetrantes adecuados para atravesar la barrera. Tales penetrantes se
conocen generalmente en la técnica.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica para administracién por inhalacion. Ciertas de
dichas composiciones farmacéuticas se preparan en forma de un nebulizador de aerosol en un envase presurizado o
nebulizador. Ciertas de dichas composiciones farmacéuticas comprenden un propelente, por ejemplo
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En
ciertas realizaciones que usan un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién puede determinarse proporcionando
una valvula que libera una cantidad medida. En ciertas realizaciones se pueden formular capsulas y cartuchos para
usar en un inhalador o insuflador. Ciertas de dichas formulaciones comprenden una mezcla en polvo de un agente
farmacéutico de la invencion y una base en polvo adecuada, tal como lactosa o almidon.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica para administracion rectal, tal como supositorios
o enema de retencion. Ciertas de dichas composiciones farmacéuticas comprenden ingredientes conocidos, tales
como manteca de cacao y/u otros glicéridos.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica para administracion tépica. Ciertas de dichas
composiciones farmacéuticas comprenden bases blandas de hidratacioén, tales como unglientos o cremas. Ejemplos
de bases adecuadas para unguentos incluyen, pero no se limitan a, vaselina, vaselina mas siliconas volatiles,
lanolina y agua en emulsiones de aceite, tal como Eucerin.TM., disponible de Beiersdorf (Cincinnati, Ohio). Ejemplos
de bases de crema adecuados incluyen, pero no se limitan a, Crema Nivea.TM., disponible de Beiersdorf (Cincinnati,
Ohio), crema fria (USP), Purpose Cream.TM, disponible en Johnson & Johnson (New Brunswick, N.J.), pomada
hidrofila (USP) y Lubriderm.TM., disponible de Pfizer (Morris Plains, NJ.).

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente invencion comprende un oligonucleétido en
una cantidad terapéuticamente eficaz. En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente
para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de una enfermedad o para prolongar la supervivencia del sujeto que se
esté tratando. La determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz entra dentro de la capacidad de los
expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, se formulan uno o mas compuestos antisentido cortos de la presente invencién como un
profarmaco. En ciertas realizaciones, tras la administracion in vivo, un profarmaco se convierte quimicamente en la
forma biolégica, farmacéutica o terapéuticamente mas activa del compuesto antisentido corto. En ciertas
realizaciones, los profarmacos son Uutiles debido a que son mas faciles de administrar que la forma activa
correspondiente. Por ejemplo, en ciertos casos, un profarmaco puede estar mas biodisponible (por ejemplo,
mediante administracion oral) que su forma activa correspondiente. En ciertos casos, un profarmaco puede temer
mejor solubilidad en comparacion con la forma activa correspondiente. En ciertas realizaciones, los profarmacos son
menos hidrosolubles que la forma activa correspondiente. En ciertos casos, dichos profarmacos poseen superior
transmision a través de las membranas celulares, en los que la solubilidad en agua es perjudicial para la movilidad.
En ciertas realizaciones, un profarmaco es un éster. En ciertas de tales realizaciones, el éster se hidroliza
metabdlicamente en acido carboxilico tras la administracién. En ciertos casos, el compuesto que contiene acido
carboxilico es la forma activa correspondiente. En ciertas realizaciones, un profarmaco comprende un péptido corto
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(poliaminoacido) unido a un grupo acido. En ciertas de tales realizaciones, el péptido se escinde tras la
administracion para formar la forma activa correspondiente.

En ciertas realizaciones, se produce un profarmaco modificando un compuesto farmacéuticamente activo de modo
que el compuesto activo se regenerara tras la administracion in vivo. El profarmaco se puede disefiar para alterar la
estabilidad metabdlica o las caracteristicas de transporte de un farmaco, para enmascarar los efectos secundarios o
la toxicidad, para mejorar el sabor de un farmaco o para alterar otras caracteristicas o propiedades de un farmaco.
En virtud de los conocimientos sobre los procesos farmacodinamicos y el metabolismo de los farmacos in vivo, los
expertos en la técnica, una vez que se conoce el compuesto farmacéuticamente activo, pueden disefiar profarmacos
del compuesto (véase, por ejemplo, Nogrady (1985) Medicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford University
Press, Nueva York, paginas 388-392).

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende uno o mas agentes farmacéuticos de la
presente invencion es util para tratar afecciones o trastornos en un mamifero, y, particularmente, en un sujeto
humano. Las vias de administracién adecuadas incluyen, pero no se limitan a, las vias oral, rectal, transmucosal,
intestinal, enteral, topica, supositorios, mediante inhalacion, intratecal, intraventricular, intraperitoneal, intranasal,
intraocular y parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular, intramedular y subcutanea). En ciertas
realizaciones se administran agentes farmacéuticos intratecales para alcanzar exposiciones locales en lugar de
sistémicas. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas se pueden inyectar directamente en el area del efecto
deseado (por ejemplo, en el area renal o cardiaca).

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos, en comparacién con sus oligonucleétidos parentales,
son particularmente adecuados para administracion oral. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos
estan mejor adaptados para administracion oral que sus oligonucledtidos parentales, debido a que tienen mayor
potencia en comparacion con dichos oligonucleétidos parentales. En ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido cortos estan mejor adaptados para administracion oral que sus oligonucledétidos parentales, debido a que
tienen mejores propiedades de estabilidad, disponibilidad o solubilidad en comparaciéon con los oligonucledtidos
parentales.

En un aspecto adicional, un agente farmacéutico es un oligonucleétido liofilizado estéril que se reconstituye con un
diluyente adecuado, por ejemplo agua estéril para inyectables. El producto reconstituido se administra como una
inyeccion subcutdnea o como una infusion intravenosa tras la dilucién en disolucion salina. El producto
farmacologico liofilizado consiste en un oligonucleétido que se ha preparado en agua para inyectables, ajustado a un
pH 7,0-9,0 con un acido o base durante la preparacion y, después, se liofiliza. El oligonucledtido liofilizado puede ser
25-800 mg del oligonucledtido. Se entiende que esto abarca 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300,
325, 350, 375, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775 y 800 mg de
oligonucledtido liofilizado. El producto farmacoldgico liofilizado puede envasarse en un vial de cristal transparente de
tipo | de 2 ml (tratado con sulfato amonico), tapado con un cierre de caucho de bromobutilo y sellado con una
capsula de aluminio FLIP-OFF®.

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender, adicionalmente, otros componentes adyuvantes
encontrados convencionalmente en composiciones farmacéuticas a sus niveles de uso establecidos en la técnica.
Por tanto, por ejemplo, las composiciones pueden comprender materiales adicionales compatibles,
farmacéuticamente activos tales como, por ejemplo, antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o agentes
antiinflamatorios, o pueden comprender materiales adicionales utiles en la formulacion fisica de varias formas de
dosificacion de las composiciones de la presente invencion, tales como colorantes, agentes aromatizantes,
conservantes, antioxidantes, opacificantes, agentes espesantes y estabilizantes. Sin embargo, dichos materiales,
cuando se afiaden, no deberian interferir indebidamente con las actividades bioldgicas de los componentes de las
composiciones de la presente invencion. Las formulaciones se pueden esterilizar y, si se desea, mezclar con
agentes adyuvantes, por ejemplo lubricantes, conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes,
sales de influencia sobre la presion osmética, tampones, colorantes, aromatizantes y/o sustancias aromaticas y
similares, que no interaccionan de forma perjudicial con el (los) oligonucleétido(s) de la formulacion.

Los compuestos antisentido proporcionados aqui se pueden mezclar, encapsular, conjugar o, de otro modo, asociar
con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos.

Aqui también se describen composiciones farmacéuticas y formulaciones que incluyen los compuestos antisentido
proporcionados aqui. Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar de diversos modos dependiendo de
si se desea tratamiento local o sistémico y del area que se va a tratar. En una realizacién preferida, la administracion
es topica en la superficie del tracto respiratorio, particularmente pulmonar, por ejemplo mediante nebulizacion,
inhalacion o insuflacién de polvos o aerosoles, por boca y/o nariz.

Las formulaciones farmacéuticas descritas aqui, que se pueden presentar de forma conveniente en forma de
monodosis, se pueden preparar de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la industria
farmacéutica. Dichas técnicas incluyen la etapa de poner en contacto los ingredientes activos con el (los) vehiculo(s)
farmacéutico(s) o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo en contacto de forma uniforme
y estrecha los ingredientes activos con vehiculos liquidos o vehiculos sdlidos finamente divididos o con ambos v,
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después, en caso necesario, dando forma al producto (por ejemplo, en un tamafio de particula especifico para
liberacion). En una realizacion preferida, las formulaciones farmacéuticas se preparan para administracion pulmonar
en un disolvente adecuado, por ejemplo agua o disolucion salina normal, posiblemente en una formulacién estéril,
con vehiculos u otros agentes para permitir la formacién de gotas del diametro deseado para liberacién usando
inhaladores, dispositivos de liberacion nasal, nebulizadores y otros dispositivos para liberacion pulmonar. Como
alternativa, las formulaciones farmacéuticas se pueden formular como polvos secos para usar en inhaladores de
polvo seco.

Un “vehiculo farmacéutico” o “excipiente” puede ser un disolvente farmacéuticamente aceptable, agente de
suspension o cualquier otro vehiculo farmacolégicamente inerte para liberar uno o mas acidos nucleicos a un
individuo y se conocen en la técnica. El excipiente puede ser liquido o solido y se selecciona, con el modo de
administracion previsto en mente, de modo que proporcione el volumen y la consistencia, etc., deseados, cuando se
combina con un &cido nucleico y los otros componentes de una composicion farmacéutica dada.

H. Ciertos usos terapéuticos

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido se usan para modular la expresién de un gen diana en un
animal, tal como un ser humano. En ciertas realizaciones, dichos compuestos se pueden usar para tratar trastornos
metabdlicos, o modular una o mas indicaciones de enfermedad. Por ejemplo, los métodos comprenden la etapa de
administrar a dicho animal que necesite terapia por una enfermedad o afeccion asociada con un gen diana una
cantidad eficaz de un compuesto antisentido que module la expresiéon del gen diana. Los compuestos antisentido
proporcionados aqui que modulan de forma eficaz la expresion de un ARN diana o productos proteicos de la
expresion se consideran compuestos antisentido activos. Los compuestos antisentido activos también pueden incluir
compuestos que modulan de forma eficaz una o mas de una serie de indicaciones de enfermedad, incluyendo
indicaciones de enfermedad metabdlica y cardiovascular, ejemplos de los cuales se describen mas abajo.

La modulacién de la expresion de un gen diana se puede medir en un fluido corporal, que puede o no contener
células; tejido; u 6rgano del animal. Los métodos para obtener muestras para analisis, tales como fluidos corporales
(por ejemplo, esputo, suero, orina), tejidos (por ejemplo, biopsia) u érganos, y los métodos de preparacion de las
muestras para permitir el analisis son bien conocidos para los expertos en la técnica. Los métodos para el analisis
de ARN y los niveles de proteinas se tratan anteriormente, y son bien conocidos por los expertos en la técnica. Los
efectos del tratamiento se pueden evaluar midiendo biomarcadores, o indicaciones de enfermedad, asociados con la
expresion del gen diana en los fluidos, tejidos u 6rganos mencionados anteriormente, recogidos de un animal en
contacto con uno o mas compuestos descritos aqui, mediante métodos clinicos rutinarios conocidos en la técnica.
Estos biomarcadores incluyen, pero no se limitan a: transaminasas hepaticas, bilirrubina, albumina, nitrégeno ureico
en sangre, creatinina y otros marcadores de la funcion renal y hepatica; interleucinas, factores de necrosis tumoral,
moléculas de adhesion intracelular, proteina C reactiva, quimiocinas, citocinas y otros marcadores de inflamacion.

Los compuestos antisentido proporcionados aqui se pueden usar en composiciones farmacéuticas afiadiendo una
cantidad eficaz de un compuesto a un diluyente o vehiculo adecuado farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos y
diluyentes aceptables son bien conocidos por los expertos en la técnica. La seleccion de un diluyente o vehiculo se
basa en una serie de factores, incluyendo, pero sin limitarse a, la solubilidad del compuesto y la via de
administraciéon. Dichas consideraciones son bien conocidas por los expertos en la técnica. En un aspecto, los
compuestos antisentido descritos aqui inhiben la expresion de un gen diana. Los compuestos también se pueden
usar en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades y trastornos relacionados con un gen
diana.

También se contemplan métodos mediante los que los fluidos corporales, érganos o tejidos se ponen en contacto
con una cantidad eficaz de uno o mas de los compuestos antisentido o las composiciones proporcionados aqui. Los
fluidos corporales, 6rganos o tejidos se pueden poner en contacto con uno o mas de los compuestos, dando como
resultado la modulacion de la expresion de un gen diana en las células de los fluidos corporales, 6rganos o tejidos.
Una cantidad eficaz se puede determinar monitorizando el efecto modulador del compuesto antisentido o
compuestos o composiciones sobre los acidos nucleicos diana o sus productos mediante métodos rutinarios para el
experto en la técnica.

Co-administracion

En ciertas realizaciones, dos o mas compuestos antisentido se administran de forma conjunta. En ciertas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas incluyen uno o mas compuestos antisentido, particularmente
oligonucledtidos, dirigidos a un primer acido nucleico y uno o mas compuestos antisentido dirigidos a un segundo
acido nucleico diana. Uno o mas de dichos compuestos antisentido pueden ser un compuesto antisentido corto. En
ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas incluyen dos o mas compuestos antisentido dirigidos a
diferentes regiones del mismo acido nucleico diana. Uno o mas de dichos compuestos antisentido pueden ser un
compuesto antisentido corto. Dos o mas compuestos combinados se pueden usar juntos o de forma secuencial.
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Administracion conjunta

En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas se administran conjuntamente con uno o mas
agentes farmacéuticos distintos. En ciertas realizaciones, dichos uno o mas agentes farmacéuticos distintos estan
disefiados para tratar la misma enfermedad o afeccién a la de las una o mas composiciones farmacéuticas de la
presente invencion. En ciertas realizaciones, dichos uno o mas agentes farmacéuticos distintos estan disefiados
para tratar una enfermedad o afeccién distinta a la de las una o mas composiciones farmacéuticas de la presente
invencion. En ciertas realizaciones, dichos uno o mas agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar un
efecto indeseado de las una o0 mas composiciones farmacéuticas de la presente invencion. En ciertas realizaciones,
una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencién se administran conjuntamente con otro agente
farmacéutico para tratar un efecto indeseado de dicho otro agente farmacéutico. En ciertas realizaciones, una o mas
composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon y uno o mas agentes farmacéuticos distintos se administran
al mismo tiempo. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencién y uno o
mas agentes farmacéuticos distintos se administran en momentos diferentes. En ciertas realizaciones, una o mas
composiciones farmacéuticas de la presente invencién y uno o mas agentes farmacéuticos distintos se preparan
juntos en una Unica formulacién. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente
invencion y uno o mas agentes farmacéuticos distintos se preparan por separado.

En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una
composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen agentes hipolipemiantes. En ciertas de tales
realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una composicion
farmacéutica de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, atorvastatina, simvastatina, rosuvastatina y
ezetimiba. En ciertas de tales realizaciones, el agente hipolipemiante se administra antes de la administracion de
una composicion farmacéutica de la presente invencion. En ciertas de tales realizaciones, el agente hipolipemiante
se administra después de la administracion de una composicion farmacéutica de la presente invencién. En ciertas de
tales realizaciones, el agente hipolipemiante se administra al mismo tiempo que la composicion farmacéutica de la
presente invencion. En ciertas de tales realizaciones, la dosis de un agente hipolipemiante coadministrado es la
misma que la dosis que se administraria si el agente hipolipemiante se administrara solo. En ciertas de tales
realizaciones, la dosis de un agente hipolipemiante coadministrado es menor que la dosis que se administraria si el
agente hipolipemiante se administrara solo. En ciertas de tales realizaciones, la dosis de un agente hipolipemiante
coadministrado es mayor que la dosis que se administraria si el agente hipolipemiante se administrara solo.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la HMG-CoA reductasa. En
ciertas de tales realizaciones, el inhibidor de la HMG-CoA reductasa es una estatina. En ciertas de tales
realizaciones, la estatina se selecciona de atorvastatina, simvastatina, pravastatina, fluvastatina y rosuvastatina. En
ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la absorciéon de colesterol. En
ciertas de tales realizaciones, el inhibidor de la absorcién de colesterol es ezetimiba. En ciertas realizaciones, un
agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la HMG-CoA reductasa formulado conjuntamente con un
inhibidor de la absorcion de colesterol. En ciertas de tales realizaciones, el agente hipolipemiante formulado
conjuntamente es ezetimiba/simvastatina. En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un
inhibidor de la proteina de transferencia de triglicéridos microsomal.

En ciertas realizaciones, un agente farmacéutico coadministrado es un secuestrante de acidos biliares. En ciertas de
tales realizaciones, el secuestrante de acidos biliares se selecciona de colestiramina, colestipol y colesevelam.

En ciertas realizaciones, un agente farmacéutico coadministrado es un acido nicotinico. En ciertas de tales
realizaciones, el acido nicotinico se selecciona de acido nicotinico de liberacién inmediata, acido nicotinico de
liberacién extendida y acido nicotinico de liberacion sostenida.

En ciertas realizaciones, un agente farmacéutico coadministrado es un acido fibrico. En ciertas de tales
realizaciones, el acido fibrico se selecciona de gemfibrozilo, fenofibrato, clofibrato, bezafibrato y ciprofibrato.

Otros ejemplos de agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una composicion
farmacéutica de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, corticosteroides, incluyendo, pero sin limitarse
a, prednisona; inmunoglobulinas, incluyendo, pero sin limitarse a, inmunoglobulina intravenosa (IglV); analgésicos
(por ejemplo, acetaminofeno); agentes antiinflamatorios, incluyendo, pero sin limitarse a, farmacos antiinflamatorios
no esteroideos (por ejemplo, ibuprofeno, inhibidores de la COX-1 e inhibidores de la COX-2); salicilatos; antibioticos;
antivirales; agentes antifungicos; agentes antidiabéticos (por ejemplo, biguanidas, inhibidores de la glucosidasa,
insulinas, sulfonilureas y tiazolidendionas); modificadores adrenérgicos; diuréticos; hormonas (por ejemplo,
esteroides anabdlicos, andrégenos, estrogenos, calcitonina, progestina, somatostatina y hormonas tiroideas);
inmunomoduladores; relajantes musculares; antihistaminicos, agentes antiosteoporosis (por ejemplo, bisfosfonatos,
calcitonina y estrogenos); prostaglandinas, agentes antineoplasicos; agentes psicoterapéuticos; sedantes; productos
del roble venenoso del atlantico o de zumaque venenoso; anticuerpos; y vacunas.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden administrar de forma
conjunta con una terapia hipolipemiante. En ciertas de tales realizaciones, una terapia hipolipemiante es un cambio
terapéutico del estilo de vida. En ciertas de tales realizaciones, una terapia hipolipemiante es aféresis de LDL.
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I. Kits, reactivos de investigacion y diagnosticos

Los compuestos antisentido proporcionados aqui se pueden utilizar para diagnostico y como reactivos y kits de
investigacion. Ademas, los compuestos antisentido que pueden inhibir la expresidon génica o modular la expresion
génica con especificidad, a menudo son usados por los expertos en la técnica para aclarar la funcién de genes
concretos o distinguir entre funciones de varios miembros de una via biolégica.

Para usar en kits y diagndsticos, los compuestos antisentido descritos aqui, bien solos 0 en combinacion con otros
compuestos o terapéuticas, se pueden usar como herramientas en analisis diferencial y/o de combinacion para
aclarar los patrones de expresion de una porcion o todo el complemento de genes expresados dentro de las células
o tejidos. Los métodos de analisis de la expresion génica son bien conocidos por los expertos en la técnica.

J. Ciertas ventajas de los compuestos antisentido cortos

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen ventajas cuando se comparan con sus
oligonucledtidos parentales. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen mayor
afinidad por un acido nucleico diana que su oligonucleétido parental. En ciertas realizaciones, compuestos
antisentido cortos tienen mayor potencia in vitro que su oligonucleétido parental. En ciertas de tales realizaciones, la
mayor potencia in vitro no estad completamente explicada por su mayor afinidad. En ciertas de tales realizaciones,
dicha mayor potencia in vitro se puede atribuir a un incremento de la capacidad de los compuestos antisentido cortos
para penetrar en las células y/o a la mayor capacidad par acceder a los acidos nucleicos diana en una célula. En
ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen mayor potencia in vivo que sus oligonucledtidos
parentales. En ciertas realizaciones, dicha mayor potencia in vivo no se puede atribuir al incremento de la potencia in
vitro o al incremento de la afinidad. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido cortos tienen incluso mayor
potencia in vivo en comparacion con sus oligonucleétidos parentales de lo que se predeciria en base a sus potencias
in vitro o en las afinidades. En ciertas realizaciones, dicho incremento de la potencia in vivo puede atribuirse al
incremento de la biodisponibilidad, mejor penetracion en la célula, mejor acceso al acido nucleico diana une vez que
esta en la célula, o a otros factores.

En ciertas realizaciones, cabria esperar que los compuestos antisentido cortos fueran menos especificos de su acido
nucleico diana en comparacion con sus oligonucleétidos parentales. En ciertas de tales realizaciones, cabria esperar
un incremento de los efectos secundarios, incluido el potencial de efectos téxicos, de los compuestos antisentido
cortos. En ciertas realizaciones, dichos efectos secundarios adicionales no se observan. En ciertas realizaciones, los
acidos nucleicos no diana a los que se puede unir un compuesto antisentido corto no estan disponibles para el
compuesto antisentido corto. En dichas realizaciones, los efectos secundarios, incluida la toxicidad, son menos
problematicos de lo que cabria esperar.

En ciertas realizaciones, debido a que son mas pequefios, es menos probable que los compuestos antisentido
cortos se unan a proteinas. En ciertas de tales realizaciones, dicha menor unién de proteinas tiene como resultado
menor toxicidad, ya que la unién a proteinas puede tener consecuencias no deseadas. En ciertas realizaciones,
dicha menor union de proteinas da como resultado mayor potencia, ya que deja mas compuesto antisentido
disponible para el efecto terapéutico. En ciertas realizaciones, la menor uniéon de proteinas da como resultado una
menor toxicidad por interaccion farmacolégica.

Ejemplo 1
Cultivo celular y tratamiento con compuestos antisentido cortos

El efecto de los compuestos antisentido cortos sobre la expresion del acido nucleido diana se puede analizar en una
cualquiera de una serie de estirpes celulares cultivadas o primarias. Las estirpes celulares se pueden obtener de
fuentes disponibles para el publico, tal como la American Type Culture Collection (Manassas, VA). Las células se
cultivan de acuerdo con métodos bien conocidos por los expertos normales en la técnica.

Cuando las células alcanzaron la confluencia adecuada, se trataron con oligonucleétido usando LIPOFECTIN®,
segun se describe. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 65-75% se trataron con oligonucledtido. El
oligonucledtido se mezclé con LIPOFECTIN® Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) en medio Opti-MEM®-1
con reduccién de suero (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) para alcanzar la concentracion deseada del
oligonucleostido y una concentracion de LIPOFECTIN® de 2,5 6 3 ug/ml por oligonucleétido 100 nM. Esta mezcla de
transfeccién se incub6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 0,5 horas. Para las células cultivadas en
placas de 96 pocillos, las células se lavaron una vez con 100 pl de OPTI-MEM®-1 y después se trataron con 130 pl
de la mezcla de transfeccion. Las células cultivadas en placas de 24 pocillos u otras placas de cultivo tisular
estandar se trataron de forma similar, usando voliumenes adecuados de medio y de oligonucleétido. Las células se
trataron, y los datos se obtuvieron por duplicado o por triplicado. Tras aproximadamente 4-7 horas de tratamiento a
37°C, el medio que contenia la mezcla de transfeccion se reemplazé con medio de cultivo fresco. Las células se
recogieron 16-24 horas después del tratamiento con oligonucledétido.

Se usan oligonucledtidos control para determinar la concentracion 6ptima del compuesto oligomérico para una
estirpe celular concreta. Ademas, cuando los compuestos oligoméricos se analizan en experimentos de deteccion
selectiva de compuestos oligoméricos o ensayos fenotipicos, los oligonucleétidos control se analizan en paralelo.
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La concentracion del oligonucledtido usado varia de una estirpe celular a otra estirpe celular. Para determinar la
concentracion Optima del oligonucleétido para una estirpe celular concreta, se trata a las células con un
oligonucledtido control positivo a un intervalo de concentraciones. La concentracion del oligonucleétido control
positivo que da como resultado un 80% de inhibicion del ARNm diana se usa después como concentracion de
deteccion selectiva para nuevos oligonucleétidos en experimentos posteriores para dicha estirpe celular. Si no se
alcanza un 80% de inhibicién, la concentracion menor del oligonucledtido control positivo que da como resultado un
60% de inhibicion del ARNm diana se usa después como concentracion de deteccion selectiva del oligonucleétido
en experimentos posteriores para dicha estirpe celular. Si no se alcanza 60% de inhibicion, se estima que dicha
estirpe celular concreta es inadecuada para los experimentos de transfeccion de oligonucledtidos. Las
concentraciones de los oligonucleétidos antisentido usadas aqui son de 50 nM a 300 nM cuando el oligonucleétido
antisentido se transfecta usando un reactivo de liposoma y 1 nM a 40 nM cuando el oligonucleétido antisentido se
transfecta mediante electroporacion.

Ejemplo 2: Analisis con PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm diana

La cuantificacion de los niveles de ARNm diana se realizd mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el
sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM® 7600, 7700, 6 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster City, CA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Antes del analisis de PCR cuantitativa, los equipos cebador-sonda especificos del gen diana que se esta midiendo
se evaluaron segun su capacidad de “multiplexar” con una reaccion de amplificacion por GAPDH. Tras el
aislamiento, el ARN se somete a reaccion secuencia de transcriptasa inversa (RT) y PCR en tiempo real, ambas
realizadas en el mismo pocillo. Los reactivos para RT y PCR se obtuvieron de Invitrogen Life Technologies
(Carlsbad, CA). La PCR con RT en tiempo real se llevo a cabo en el mismo, afiadiendo 20 pl de coctel de PCR (2,5 x
tampon de PCR menos MgCl,, MgCl, 6,6 mM, 375 uM cada uno de dATP, dCTP, dCTP y dGTP, 375 nM de cada
cebador directo y cebador inverso, 125 nM de sonda, 4 unidades de inhibidor de RNasa, 1,25 unidades de
PLATINUM® Taq, 5 unidades de transcriptasa inversa MuLV y 2,5 x pigmento de Rox) a placas de 96 pocillos que
contienen 30 pl de disolucion de ARN total (20-200 ng). La reaccion de RT se llevé a cabo mediante incubacion
durante 30 minutos a 48°C. Tras una incubacion de 10 minutos a 95°C para activar la PLATINUM® Taq, se llevaron
a cabo 40 ciclos de un protocolo de PCR de dos etapas: 95°C durante 15 segundos (desnaturalizacién), seguido de
60°C durante 1,5 minutos (hibridacién/extension).

Las cantidades del gen diana obtenidos mediante PCR en tiempo real con RT se normalizaron usando el nivel de
expresion de GAPDH, un gen cuya expresion es constante, o cuantificando el ARN total usando RiboGreen®
(Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). La expresién de GAPDH se cuantifico mediante PCR en tiempo real con RT
realizada simultaneamente con la diana, multiplexando, o por separado. El ARN total se cuantificdé usando reactivo
de cuantificacion de ARN RiboGreen® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR).

En una placa de 96 pocillos que contenia 30 ul de ARN celular purificado se pipetearon 170 pl de reactivo de trabajo
RiboGreen® (reactivo RiboGreen® diluido a 1:350 en Tris-Hcl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5). La placa se ley6 en un
lector CytoFluor® 4000 (PE Applied Biosystems) con excitacion de 485 nm y emision a 530 nm.

Las sondas para PCR de GAPDH tiene JOE unido covalentemente en el extremo 5 y TAMRA o MGB unidos
covalentemente al extremo 3’, en el que JOE es el colorante indicador fluorescente y TAMRA o MGB es el colorante
inactivador. En algunos tipos de células se usan cebadores y sondas disefiados para una secuencia de GAPDH de
una especie diferente, para medir la expresién de GAPDH. Por ejemplo, un equipo de sonda y cebador para GAPDH
humano se usa para medir la expresion de GAPDH en células y estirpes celulares derivadas de mono.

Las sondas y cebadores para uso en PCR en tiempo real se disefiaron para hibridar con los acidos nucleicos diana a
través de métodos de rutina. Por ejemplo, el software PrimerExpress® (Applied Biosystems, Foster City, CA) se usa
de forma rutinaria para disefar sondas y cebadores para uso en PCR en tiempo real. Los ejemplos de secuencias
de cebadores y sondas y de los acidos nucleicos diana con los que hibridan se presentan en la Tabla 3. Las sondas
para PCR especificas de la diana tienen FAM unido covalentemente al extremo 5 y TAMRA o MGB unidos
covalentemente al extremo 3’, donde FAM es el colorante fluorescente y TAMRA o MGB es el colorante inactivador.

Tabla 3

Cebadores y sondas especificos de diana para uso en PCR en tiempo real

Nombre de la | Especie Descripcion de la Secuencia (5’ a 3') SEC ID NO
diana secuencia
ApoB Ratén Cebador directo CGTGGGCTCCAGCATTCTA 1524
ApoB Ratén Cebador inverso AGTCATTTCTGCCTTTGCGTC 1525
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ApoB Ratén Sonda CCAATGGTCGGGCACTGCTCAA 1526
ApoB Ratén Cebador directo GAAAATAGACTTCCTGAATAACTATGCATT 1527
ApoB Ratén Cebador inverso ACTCGCTTGCCAGCTTGC 1528
ApoB Ratén Sonda TTTCTGAGTCCCCGTGCCCAACA 1529
GCGR Ratén Cebador directo TGAGCCTTGCCACCTTCTCT 1530
GCGR Ratén Cebador inverso GCGCACCCCAGCCAA 1531
GCGR Ratoén Sonda AGAGGAGCTTCTTTTCCCTCTACCTGGGC 1532
GCGR Ratén Cebador directo ATTTCCTGCCCCTGGTACCT 1533
GCGR Ratén Cebador inverso CGGGCCCACACCTCTTG 1534
GCGR Raton Sonda CCACAAAGTGCAGCACCGCCTAGTGT 1535
PTEN Ratén Cebador directo GCCACAGGCTCCCAGACAT 1536
PTEN Ratén Cebador inverso TCCATCCTCTTGATATCTCCTTTTG 1537
PTEN Ratoén Sonda ACAGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAA 1538
PTEN Ratén Cebador directo ATGACAATCATGTTGCAGCAATTC 1539
PTEN Ratén Cebador inverso CGATGCAATAAATATGCACAAATCA 1540
PTEN Ratoén Sonda CTGTAAAGCTGGAAAGGGACGGACTGGT 1541

Ejemplo 3: Compuestos antisentido cortos dirigidos a un acido nucleico de ApoB y que tiene modificaciones
2’-MOE o metilenoxi (4’-CH;0-2’) BNA

En ratones Balb/c machos de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se inyectd por via
intraperitoneal (i.p.) compuestos antisentido dirigidos a ApoB, a una frecuencia de dos veces a la semana durante
tres semanas. Las dosis de compuestos antisentido incluyeron 2,4, 1,2, 0,6, 0,3 y 0,15 umol/kg. Para los
compuestos antisentido de 14 nucleétidos de longitud, estas dosis corresponden a aproximadamente 12, 6, 3, 1,56
0,75 mg/kg, respectivamente. En la Tabla 4 se muestran las secuencias y motivos de los compuestos antisentido
usados en este estudio. Los compuestos antisentido tienen una longitud de 20 6 14 nucledtidos, y tienen una region
de “salto” central que consiste en diez 2’-desoxinucleétidos flanqueados por alas que tienen “alas” modificadas con
2’-O-metoxietilo (2'-MOE) o BNA. Por ejemplo, el motivo del gapmero 2-10-2 MOE indica un compuesto antisentido
con un salto de diez nucledtidos flanqueado por alas de 2 nucleétidos con modificaciones 2°-MOE. Los residuos en
negrita indican restos 2’-O-metoxietilo, y los residuos en cursiva indican metilenoxi (4’-CH20-2") BNAs. Los enlaces
internucleosidicos de cada compuesto son, en todos, fosforotioato. Todos los residuos de citosina de ISIS 147764 e
ISIS 372938 se reemplazan con 5-metilcitosinas. Para ISIS 387462, sélo el residuo de citosina en el ala del
compuesto esta sustituido por 5-metilcitosina. Los compuestos antisentido para ApoB estan dirigidos a las
secuencias de ApoB-100 disponibles publicamente, incluido el nimero de acceso en Genbank XM_137955.5 (SEC
ID NO: 2).

Tabla 4: Compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de ApoB

N°ISIS | SEC ID NO | Sitio diana en Secuencia (5'-3’) Motivo gapmero SEC ID NO
de la diana 5

147764 2 8865 GTCCCTGAAGATGTCAATGC 5-10-5 MOE 1561

372938 2 8235 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 MOE 190

387462 2 8235 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 met2il’¢)enBo’\>l<'iA(4’-CH2-O- 190
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Cuarenta y ocho horas después de la inyeccion final, se sacrificd a los ratones para evaluar las transaminasas
(Tabla 5); el peso del higado y los rifiones (Tabla 6); los niveles de triglicéridos, LDL, HDL y acidos grasos libres
(Tabla 7); niveles de ARNm diana en el higado (Tabla 8); niveles de proteina diana en plasma; y concentracion de
oligonucledtidos en tejido (Tabla 9). Estos criterios de valoracion se determinaron usando métodos descritos aqui y
son muy conocidos por los expertos en la técnica.

Tabla 5: Niveles de ALT y AST (Ul/l)

Ne ISIS Dosis pumol/kg ALT AST
Disolucién salina N/A 27,8 46,3
147764 24 29,5 64,0
372938 24 26,0 49,0
372938 1,2 24,8 49,5
372938 0,6 28,0 79,3
372938 0,3 28,3 60,0
372938 0,15 28,3 50,3
387462 24 41,3 84,0
387462 1,2 35,3 63,5
387462 0,6 32,0 77,3
387462 0,3 27,8 55,0
387462 0,15 29,3 68,3

Tabla 6: Peso del higado y los rifiones (% de disolucién salina control)

Ne ISIS Dosis pmol/kg Higado Rifién
Disolucion salina N/A 100 100
147764 24 102 105
372938 24 100 100
372938 1,2 90 101
372938 0,6 96 112
372938 0,3 91 107
372938 0,15 96 98
387462 24 116 90
387462 1,2 113 90
387462 0,6 106 97
387462 0,3 101 126
387462 0,15 95 100
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El peso corporal total y el consumo de alimentos no difirieron significativamente entre los animales tratados con
disolucién salina o con oligonucledtidos. Los niveles de glucosa también fueron similares en todos los grupos de
tratamiento.

Tabla 7: Niveles de triglicéridos (TRIG), colesterol total (COL), HDL, LDL y acidos grasos libres (AGL)

N° ISIS Dosis TRIG COoL HDL  |LDL (mg/dI)AGL (mg/dl)
umol/kg (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

Disolucién salina N/A 167 107 81,8 11,0 1,76
147764 24 167 107 81,3 10,3 1,29
372938 24 153 104 79,0 10,3 1,28
372938 1,2 136 101 77,8 9,5 1,70
372938 0,6 184 110 83,3 10,8 1,66
372938 0,3 138 109 84,3 11,0 1,53
372938 0,15 151 106 82,8 10,8 1,57
387462 24 49 14 9,0 1,5 0,74
387462 1,2 71 23 16,5 2,0 0,76
387462 0,6 150 55 39,3 3,7 1,43
387462 0,3 136 92 72,8 75 1,14
387462 0,15 163 104 81,5 9,3 1,47

Tabla 8: % de niveles de ARNm de ApoB (respecto a la disolucion salina control)

Ne ISIS 2,4 ymol/kg | 1,2 umol/kg | 0,6 umol/kg | 0,3 umol/kg | 0,15 umol/kg
147764 57,7 ND ND ND ND
372938 77,0 90,0 87,3 92,6 93,1
387462 1,5 8,5 27,4 58,9 75,8

El tratamiento con ISIS 387462 dio como resultado una significativa reduccién dependiente de la dosis de los niveles
de triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL y acidos grasos libres. De acuerdo con estos hallazgos fenotipicos, el
tratamiento con ISIS 387462 también condujo a una reduccion dependiente de la dosis de los niveles de ARNm de
ApoB (Tabla 8) y de proteinas (no mostrado) en plasma de raton. Para determinar si el incremento observado en la
eficiencia con el gapmero metilenoxi (4-CH»0O-2’) BNA se debe a un incremento de la acumulacion de
oligonucledtidos, se determiné la concentracion de los oligonucleétidos de longitud completa y totales en higado y
rifon.

Tabla 9: Concentracion tisular de compuestos antisentido de longitud completa y total (uM) respecto al nivel de
ARNmM de ApoB (% de disolucién salina control)

N° ISIS Dosis Longitud completa Longitud Total enrindn| Totalen |ARNm de ApoB
pmol/kg en rifén completa en higado
higado
147764 24 28,6 22,9 33,5 31,3 58
372938 24 32,0 5,49 34,0 7,76 77
387462 24 37,2 5,69 38,9 7,31 1,5
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387462 1,2 29,8 3,71 31,3 4,91 8,5
387462 0,6 18,9 1,97 20,0 2,57 27
387462 0,3 9,11 0,73 9,49 0,78 59
387462 0,15 6,97 0,19 7,43 0,24 76

Los niveles del gapmero 2-10-2 metilenoxi (4’-CH2-O-2’) BNA fueron similares a los de los gapmeros 5-10-5 y 2-10-2
MOE en el rifién, pero se redujeron significativamente en el higado. La ECso para ISIS 387462 en el higado se
determiné comparando la concentracion del oligonucleétido en el higado con la inhibicion de ARNm de ApoB. La
ECso aproximada para ISIS 387462 es 1 uM. Por el contrario, un compuesto gapmero eficaz 5-10-5 MOE tiene
tipicamente una ECsp de aproximadamente 15 uM en el higado.

Tomados juntos, estos resultados demuestran que el gapmero corto de ApoB que tiene metilenoxi (4’-CH-0O-2’) en
las alas es un potente inhibidor de la expresion de ARNm diana y puede reducir de forma eficaz los niveles de
triglicéridos, colesterol y acidos grasos libres. La potencia del compuesto antisentido corto no parece ser el resultado
del incremento de la acumulacion en tejido, ya que se han observado niveles similares del compuesto en el rifion y
en el higado se encontraron niveles reducidos en relacion con el gapmero 5-10-5 MOE. Ademas, el gapmero
metilenoxi (4’-CH,-O-2") BNA exhibié pocos o ningun efecto secundario adverso.

Ejemplo 4. Estudio de respuesta a la dosis de administracion de una sola dosis con compuestos antisentido
cortos dirigidos a acidos nucleicos de ApoB y de PTEN

En ratones Balb/c machos de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se administré una Unica
inyeccion intraperitoneal (i.p.) del compuesto antisentido a una dosis de 8, 4, 2 6 1 umol/kg. Cada grupo de dosis
estaba constituido por cuatro animales. En la Tabla 10 se muestran la secuencia, la quimica del ala, y los motivos de
cada compuesto antisentido usados en este estudio. Los residuos en cursiva indican las modificaciones metilenoxi
(4’-CH»-0-2’) BNA, los residuos subrayados indican las modificaciones N-metil-oxiamino (4’-CH2-N(CHz3)-O-2’) BNA,
y los residuos en recuadros indican las modificaciones o-L-metilenoxi (4-CH2-O-2’) BNA. Todos los compuestos
antisentido comprenden enlaces fosforotioato en cada posicion. Cada citosina de ISIS 116847 y los residuos de
citosina en las alas con metilenoxi (4’-CH2-O-2") BNA de ISIS 392063 estan sustituidas con 5-metilcitosinas, mientras
que los residuos de timidina en las alas con metilenoxi (4’-CH»-O-2") BNA de ISIS 392745 estan sustituidas con 5-
metiltimidinas. Los compuestos antisentido de PTEN estan dirigidos a los acidos nucleicos de PTEN publicados,
incluido el nimero de acceso en Genbank U92437.1 (SEC ID NO: 13). Los compuestos antisentido de ApoB estan
dirigidos a los acidos nucleicos de ApoB publicados, incluido el nimero de acceso en Genbank XM_137955.5 (SEC
ID N°: 2).

Tabla 10: Compuestos antisentido cortos dirigidos a acidos nucleicos de ApoB y de PTEN

N° ISIS Diana SEC ID de | Sitio diana SECUENCIA Gapmero SEC ID NO
la diana en5

387462 ApoB 19 8235 GGTACATGGAAGTC | 2-10-2 Metilenoxi BNA 193

392063 PTEN 29 3099 CTAAGCACTGGCCT | 2-10-2 Metilenoxi BNA 1226

396565 PTEN 29 3099 |[CUTAGCACTGGCC U |2-10-2 N-Me-oxiamino BNA| 1126

396006 PTEN 29 3099 @I’AGCACI‘GG@ 2-10-2 o-L-metilenoxi BNA 1226

Tabla 11: % de reduccién de ARNm de ApoB y PTEN (respecto a la disolucion salina control)

N°ISIS | Dosis (umol/kg)| % de reduccion de ARNm de % de reduccién de ARNm de
ApoB (respecto a la PTEN (respecto a la disolucion
disolucion salina) salina)
387462 8 0,62 92,8
4 6,55 103
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2 18,6 105
1 42,0 98,0
392063 8 126 6,79
4 111 18,1
2 112 424
1 114 62,3
396565 8 116 23,8
4 1,04 46,6
2 94,4 761
1 115 89,5
396006 8 94,3 62,9
4 101 18,2
2 79,7 52,4
1 111 82,4

Como se muestra en la Tabla 11, cada compuesto antisentido corto que tiene modificaciones metilenoxi BNA
demostré una reduccion dependiente de la dosis de los niveles de ARNm de la diana. Cabe destacar que el
compuesto antisentido corto con las alas N-metil-oxiamino BNA (ISIS 396565) también demostré una reduccion
dependiente de la dosis de la expresién de PTEN similar a la de los compuestos antisentido cortos con B-D-
metilenoxi BNA y a-L-metilenoxi BNA. Después se calcularon las concentraciones EDsy estimadas para cada
antisentido usando Graphpad Prism. Los resultados se muestran a continuacién en la Tabla 12.

Tabla 12: Concentraciones EDsp estimadas

Quimica del ala N ISIS EDso (umol/kg) EDso (mg/kg)

Metilenoxi BNA 387462 0,8 3,9

Metilenoxi BNA 392063 1,5 7
N-Me-oxiamino BNA 396565 3,8 17,4
o-L-metilenoxi BNA 396006 21 9,3

Ejemplo 5: Inhibicion antisentido de ApoB por compuestos antisentido cortos

Los compuestos antisentido cortos mostrados en la Tabla 13 se analizaron en busca de sus efectos in vivo. En
ratones Balb/c machos de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se administraron dosis
intraperitoneales de 3,2, 1, 0,32, 6 0,1 umol/kg dos veces a la semana durante tres semanas. Se us6 un gapmero 5-
10-5 MOE como tratamiento control. Se sacrificé a los ratones aproximadamente 48 horas después de la ultima
dosis. Se recogiot tejido hepatico para aislar el ARN, y se recogié sangre para analisis quimico en suero. Los niveles
de ARNm de ApoB se midieron usando PCR cuantitativa en tiempo real, tal como se ha descrito aqui. Los niveles de
ARNmM de ApoB se normalizaron con los niveles de ARN determinado mediante RIBOGREEN y se presentan en la
Tabla 14 como el porcentaje de inhibicion respecto a los niveles de ARNm de ApoB en animales control tratados con
disolucion salina.
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Tabla 13: Compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de ApoB

Ne ISIS Secuencia (5'-3’) Motivo gapmero SEC ID N°
387462 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 metilenoxi BNA 190
398296 GGTACATGGAAGTC 2-10-2 6'-(S)-metil metilenoxi BNA 190

Tabla 14: Inhibicién antisentido de ApoB por compuestos antisentido cortos que comprenden BNA

N° ISIS Dosis (umol/kg) % Inhib
379818 1 56
387462 0,1 33
0,32 57
1 93
3,2 99
398296 0,1 17
0,32 35
1 80
3,2 98

La Tabla 14 muestra que los niveles de ARNm de ApoB se reducian de un modo dependiente de la dosis tras
tratamiento con compuestos antisentido cortos que tienen un motivo de gapmero 2-10-2 y modificaciones de BNA en
las alas. A la dosis de 1 umol/kg, la inhibicién de ApoB por los compuestos antisentido cortos fue mayor de lo
observado con un gapmero 5-10-5 MOE a una dosis equivalente. El colesterol se redujo a las dosis de 1y 3,2
umol/kg de compuesto antisentido corto.

Los compuestos antisentido cortos exhibian pocos o ningun efecto secundario adverso, como se juzgd por los pesos
de los 6rganos y del cuerpo, los niveles de transaminasas en suero, de bilirrubina, nitrdgeno ureico en sangre y
creatinina.

Ejemplo 6: Administracion de una sola dosis de compuestos antisentido cortos que comprenden
modificaciones BNA

En ratones Balb/c machos de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se administrd una Unica
inyeccion intraperitoneal del compuesto antisentido a una dosis de 8, 4, 2 6 1 umol/kg. Los compuestos antisentido
cortos analizados fueron ISIS 387462 e ISIS 398296. Cada grupo de dosis estaba constituido por cuatro animales.
Se us6 un gapmero 5-10-5 MOE como tratamiento control. Se sacrificé a los ratones aproximadamente 48 horas
después de la ultima dosis. Se recogio tejido hepatico para aislar el ARN y se recogié sangre para analisis quimico
en suero. Los niveles de ARNm de ApoB se midieron usando PCR cuantitativa en tiempo real, tal como se ha
descrito aqui. Los niveles de ARNm de ApoB se normalizaron con los niveles de ARN determinado mediante
RIBOGREEN, y se presentan en la Tabla 15 como el porcentaje de inhibicion respecto a los niveles de ARNm de
ApoB en animales control tratados con disolucién salina.

Tabla 15: Inhibicién antisentido de ApoB por compuestos antisentido cortos que comprenden BNA

Ne ISIS Dosis (umol/kg) % Inhib
379818 8 77
387462 8 99

4 93
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2 81
1 58
398296 8 97
4 81
2 54
1 19

La Tabla 15 muestra que los niveles de ARNm de ApoB se reducian de un modo dependiente de la dosis tras una
Unica administracién de compuestos antisentido cortos que tienen un motivo de gapmero 2-10-2 y modificaciones de
BNA en las alas. A la dosis de 8 umol/kg, la inhibicién de ApoB por los compuestos antisentido cortos fue mayor de
lo observado con un gapmero 5-10-5 MOE a una dosis equivalente. La EDso de ISIS 387462 fue 3,9 mg/kg y la EDso
de ISIS 398296 fue 8,7 mg/kg. El colesterol también se redujo de un modo dependiente de la dosis. Los triglicéridos
se redujeron a la dosis mas elevada.

Los compuestos antisentido cortos exhibian pocos o ninguin efecto secundario adverso, como se juzga por los pesos
de los 6rganos y del cuerpo, los niveles de transaminasas en suero, de bilirrubina, nitrdgeno ureico en sangre y
creatinina.

Ejemplo 7: Inhibicion antisentido de ApoB por compuestos antisentido cortos que comprenden conjugados
de acido palmitico

Se administré una unica inyeccion intraperitoneal del compuesto antisentido a una dosis de 2,5, 1,0, 0,4 y 0,16
umol/kg a ratones Balb/c machos de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME). Cada grupo de
dosis estaba constituido por cuatro animales. Los compuestos analizados se muestran en la Tabla 16. Se usé un
gapmero 5-10-5 MOE como tratamiento control. Se sacrificd a los ratones aproximadamente 48 horas después de la
Ultima dosis. Se recogié tejido hepatico para aislar el ARN y se recogié sangre para analisis quimico en suero. Los
niveles de ARNm de ApoB se midieron usando PCR en tiempo real, tal como se ha descrito aqui. Los niveles de
ARNmM de ApoB se normalizaron con los niveles de ARN determinado mediante RIBOGREEN, y se presentan en la
Tabla 17 como el porcentaje de inhibicidn respecto a los niveles de ARNm de ApoB en animales control tratados con
disolucion salina.

Tabla 16: Compuestos antisentido cortos que comprenden conjugados de palmitico

N° ISIS Secuencia (5'-3’) Motivo gapmero SEC ID NO

387462 | GGTACATGGAAGTC 2-10-2 metilenoxi BNA 190

391871 | GGTACATGGAAGTC |1-1-10-2 2’-(butilacetomido)-palmitamida/MOE/MOE citosinas no 190
modificadas en el salto (es decir, 2-10-2 MOE con 2’-
(butilacetomido)-palmitamida substituida en el nucleétido en 5’

391872 | GGTACATGGAAGTC 1-1-10-2 2’-(butilacetomido)-palmitamida metilenoxi 190
BNA/metilenoxi BNA citosinas no modificadas en el salto (es
decir, 2-10-2 metilenoxi BNA con 2’-(butilacetomido)-palmitamida
substituida en el nucledétido en 5)

Tabla 17: Inhibicidn antisentido por los compuestos antisentido cortos que comprenden conjugados de acido

palmitico
Ne ISIS Dosis (umol/kg) % Inhib
5-10-5 25 54
387462 25 99
1,0 91
0,4 65
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0,16 16
391871 2,5 49
1,0 18
0.4 5
0,16 0
391872 2,5 99
1,0 92
0.4 50
0,16 18

La Tabla 17 muestra que los niveles de ARNm de ApoB se reducian de un modo dependiente de la dosis tras
tratamiento con compuestos antisentido cortos que tienen un conjugado de acido palmitico (C16). A la dosis de 2,5
umol/kg, la inhibicion de ApoB por los compuestos antisentido cortos fue mayor de lo observado con un gapmero 5-
10-5 MOE a una dosis equivalente. En este estudio, las EDsy estimadas fueron 1,5 mg/kg para ISIS 387462, 13,1
mg/kg para ISIS 391871 y 1,9 mg/kg para ISIS 391872. Las EDs, estimada para el gapmero 5-10-5 MOE fue 17,4
mg/kg. Los triglicéridos se redujeron a las dosis de 2,5 y 1,0 mg/kg de ISIS 387462 e ISIS 391872. ISIS 387462 e
ISIS 391872 redujeron marcadamente el colesterol total, HDL-C y LDL-C de un modo dependiente de la dosis, la
reduccion de LDL-C era tan marcada que estaba por debajo del limite de deteccion. En general, los compuestos
antisentido cortos exhibieron pocos o ningun efecto secundario adverso.
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<400> 1

attcccaceg
ccecagecage
agctggcgat
tgctgctgcet
tctgtecaaa
ctgagagttc
gcaaggttga
ccctgaaaga
actctgagga
ggaagcaggt
ggggcatcat
ttctggatac
atgtggcaac
tccgecacagg
tgatcagecag
aagccatctg
tggtagcaca
tetttggtga

ggacctgegg
cagggcegeg
ggacccgecyg
gectggegggce
agatgcgacc
cagtggagtc
gctggaggtt
ggtgtatgge
gtttgctgea
tttcctttac
ttctgeecte
cgtgtatgga
agaaatatcc
catcagccca
cagccagtcece
caaggagcaa
agtgacacag
aggtactaag
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ggctgagtgce
aggccgaggc
aggcccegege
gccagggcecg
cgattcaagce
cctgggactg
ccceagcetcet
ttcaaccetg
gccatgtcca
ccggagaaag
ctggttccee
aactgctcca
actgaaagag
cttgctctca
tgtcagtaca
cacctettece
actttgaaac
aagatgggcce

cectteteggt
caggccgeag
tgctggeget
aagaggaaat
acctccggaa
ctgattcaag
gcagcttcat
agggcaaagc
ggtatgagct
atgaacctac
cagagacaga
ctcactttac
acctggggea
tcaaaggcat
cactggacgce
tgcetttete
ttgaagacac
tcgcatttga
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tgctgeeget
cccaggagec
gctggegetg
gctggaaaat
gtacacatac
aagtgccacce
cctgaagacc
cttgctgaag
caagctggcce
ttacatcctg
agaagccaag
cgtcaagacg
gtgtgatege
gacccgecec
taagaggaag
ctacaacaat
accaaagatc
gagcaccaaa

gaggagccecg
gceccaccge
cctgcgetge
gtcagcetgg
aactatgagg
aggatcaact
agccagtgca
aaaaccaaga
attccagaag
aacatcaaga
caagtgttgt
aggaagggca
ttcaagcecca
ttgtcaactce
catgtggcag
aagtatggga
aacagccgcet
tccacatcac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080



ctccaaagca
ctgagcaaaa
tcagtgatga
ctttacaagc
tgaaacgtgt
tcecccgagcece
gccgagecac
cagggaccca
gcactgggga
ccatggagca
agccatcact
acaaggacca
gactggctgce
tccaaattct
ccaatatctt
ctctgaaaga
aactctacaa
atcttatatt
ctgectttgg
agccaacatt
ctttgtactg
ttggctatac
ttgagaagct
gcatcttggg
tgcttctgat
ggaagggctc
tcecccecactgg
ccaaggctgg
ccgtgtctgt
gggtccagat
aagctgggaa
gaggcaacac
agaacaggca
caggcgctta
acaccagatt
caacctatga
aagcagaagg
tgaccttgtce
gagttaatga
acaagaaaat
gaaaaatcaa
tcgecccactg
gctccacagt
ggaacacagg
ccgattatcece
aaacagacat
ttcagaaggc
tgaaggagtt
tcttaaaaag
ttcectttgee
caccagccect
ctacttttac
tctccacgaa
ccagcacaga
acctgettte
tcacactatc
gtcatgtaga
ctagttcctg
atttgtttgt
aaggcacata
ccaacctgag

ggccgaagcet
tatccagaga
agcagtcaca
cttggttcag
gcatgccaac
ctcagcacag
cttgtatgcg
ggagctgetg
tgaagattac
gttaactcca
gatgatccag
ggaggttctt
ctatcttatg
accatqgggaa
gaactcagaa
atctcaactt
atctgtttcect
tgatccaaat
atttgcttca
ggaagctett
ggttaatgat
caaagatgat
gattaaagat
agaggagctt
gggtgceccge
aaagaatgac
agctggatta
agtaaaactg
ggagtttgtg
gaacaccaac
gctgaagttt
attacatttg
gtcctggtea
ctccaacgcce
agagctggaa
gctccagaga
tgcgaagcag
cagtgaagtc
tgaatctact
tactgaggtc
gggtgttatt
gtegectgee
ttccaagagg
caccaatgta
taagagcttg
gactttccgg
atctgggagt
caacctccag
cgatggccgg
ttttggtgge
ccacttcaag
cattcccaag
tgtctacagce
ccatttcage
ctacaatgtg
atgtgatggg
aaaacttgga
gggaccacag
caaagaagtc
tggcctgtet
gtttaactcc
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gttttgaaga
gctaatctet
tctctettge
tgtggacagc
ccccttectga
cagctgcgag
ctgagccacg
gacattgcta
acctatttga
gaactcaagt
aaagctgcca
cttcagactt
ttgatgagga
cagaatgagc
gaattggata
ccaactgtca
cttccatcac
aactaccttc
gctgacctca
tttgggaagc
caagttcctg
aaacatgagc
ttgaaatcca
ggttttgcceca
actctgcagg
ttttttctte
cagttgcaaa
gaagtagcca
acaaatatgg
ttcttecacg
atcattcctt
gtctctacca
gtttgcaagc
agctccacag
ctgaggccta
gaggacagag
actgaggcta
caaattccgg
gagggcaaaa
gccctcatgg
tccatacccece
aaactgcttce
gtggcatggc
gataccaaaa
catatgtatg
cacgtgggtt
cttccttata
aacatgggat
gtcaaatata
aaatcctcca
tctgtgggat
ttgtatcaac
aacttgtaca
cttcgggcetce
caaggatctg
tctctacgee
aacaacccag
atgtctgett
aagattgatg
tgtcagaggg
tcctacctcec

ctctccagga
tcaataagct
cacagctgat
ctcagtgctc
tagatgtggt
agatcttcaa
cggtcaacaa
attacctgat
ttctgeggot
cttcaatcct
tccaggctct
tcecttgatga
gtccttcaca
aagtgaagaa
tccaagatct
tggacttcag
ttgacccagc
ctaaagaaag
tcgagattgg
aaggattttt
atggtgtctce
aggatatggt
aagaagtccc
gtctccatga
ggatccccca
actacatctt
tatcttcatc
acatgcaggc
gcatcatcat
agtcgggtct
ccccaaagag
ccaaaacgga
aagtctttec
actccgectce
caggagagat
ccttggtgga
ccatgacatt
attttgatgt
cgtcttacag
gccacctaag
gtttgcaagc
tccaaatgga
attatgatga
aaatgacttc
ctaatagact
ccaaattaat
cccagacttt
tgccagactt
ccttgaacaa
gagatctaaa
tececatctgece
tgcaagtgcc
actggtcecgce
gttaccacat
gagaaacaac
acaaatttct
tctcaaaagg
cagttcattt
ggcagttcag
atcctaacac
aaggcaccaa
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actgaaaaaa
ggttactgag
tgaggtgtcc
cactcacatc
cacctacctg
catggcgagg
ctatcataag
ggaacagatt
cattggaaat
caaatgtgtc
gcggaaaatg
tgcttctecg
ggcagatatt
ctttgtgget
gaaaaagtta
aaaattctct
ctcagccaaa
catgctgaaa
cttggaagga
cccagacagt
taaggtctta
aaatggaata
ggaagccaga
cctecagete
gatgattgga
catggagaat
tggagtcatt
tgaactggtg
tccggacttce
ggaggctcat
accagtcaag
ggtgatccca
tggcctgaat
ctactatccg
tgagcagtat
taccctgaag
caaatataat
tgacctecgga
actcaccctg
ttgtgacaca
agaagccaga
ctcatctgct
agagaagatt
caatttccect
cctggatcac
agttgcaatg
gcaagaccac
ccacatcccea
gaacagtttg
gatgttagag
atctcgagag
tctcectgggt
ctcctacagt
gaaggctgac
atatgaccac
agattcgaat
tttactaata
ggactccaaa
agtctcttcg
tggccggcete
ccagataaca

ctaaccatct
ctgagaggcc
agccccatca
ctccagtggc
gtggccctga
gatcagcgca
acaaacccta
caagatgact
atgggccaaa
caaagtacaa
gagcctaaag
ggagataagc
aacaaaattg
tcccatattg
gtgaaagaag
cggaactatc
atagaaggga
actaccctca
aaaggctttg
gtcaacaaag
gtggaccact
atgctcagtg
gcctacctcece
ctgggaaage
gaggtcatca
gectttgaac
gcteccggag
gcaaaaccct
gctaggagtg
gttgcectaa
ctgctcagtg
cctctcattg
tactgcacct
ctgaccgggg
tctgtcageg
tttgtaactc
cggcagagta
acaatcctca
gacattcaga
aaggaagaaa
agtgagatcc
acagcttatg
gaatttgaat
gtggatctct
agagtccctg
agctcatggce
ctcaatagcc
gaaaacctct
aaaattgaga
actgttagga
ttccaagtce
gttctagacc
ggtggcaaca
tctgtggttg
aagaatacgt
atcaaattca
ttcgatgeat
aagaaacagc
ttctatgcta
aatggagagt
ggaagatatg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740



aagatggaac
ctgcttcect
ataagaactt
tgcgttctga
cactaaattc
gtggtgctca
ccaacttgaa
ctggggcatc
gtctggatgg
ttctgggtgt
tctcaaatga
acattgcagg
agttttataa
acagtgacct
ccctgaagcet
acatclatge
aggttcaggg
ccattgacat
ctgtaatggc
ctctctgggg
tggcatttac
aaagcatcag
caggcacctg
cttacaacac
ctctactaga
atgctttaga
taaagtatga
aagaatattt

acctgaagea.

tcccacagea
ccaaggagaa
ttgcattaga
tgatacaatt
ttgctaatat
tccgtgtaaa
ttaacaaaag
tcagaatcca
tccagcacct
tagatcaatt
aacactttgt
gagccaaagt
tggataaatt
gcaatgtccet
atgatgctgt
aattccttga
aaaccaatga
aactaccaca
cagtgtatct
aggctttaag
atacacgaga
tygtaggcca
ctaagaacct
aagcattggt
ctgcctttga
tagtcccect
atataaaaat
ttcecttectt
agatgcagaa
tggaggacat
ttccagaatt
taccagaatt

cctctececte
aaagtatgag
tgccacttct
atatcaggct
ccatggtctt
caaggcgaca
gtgtagtctc
tatgaaatta
gaaagccgcece
cgacagcaaa
catgatgggc
cttatcactg
gcaaactgtt
gaaatacaat
gcatgtggct
catctcttet
tgtggagttt
gagcacaaac
cccgtttacce
agaacatact
tttctctcat
tgcagctctt
gaaactcaag
taaagataaa
ctccccaatt
gatgagagat
taaaaaccaa
tgagaggaat
catcaatatt
agctaatgat
actgactgct
tgatgccaaa
tgatcagtat
tattgatgaa
tttagtaaaa
tggaagtagt
gatacaagaa
agctggaaag
gggaactaca
tataaatctt
ccatgagtta
agtagagttg
acaacaagtt
gaagaagctt
catgttgata
caaaatccgt
aaaagctgaa
ggaaagccta
ttcagcatct
ccgaatgtat
ggtttatage
tactgacttt
agagcaaggg
agtcagtctt
aacagatttg
cccatccagg
tacaattgac
cagtgagctg
tcctctageg
cataatccca
ccagcttcece
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acctccacct
aactacgagc
aacaagatgg
gattacgagt
gagttaaatg
ctaaggattg
ctggtgectgg
acaacaaatg
ctcacagagc
aacattttca
tcatatgcetg
gacttctctt
aatttacagc
gctctggatc
ggtaacctaa
gctgeccttat
agccatcggce
tataattcag
atgaccatcg
gggcagetgt
gattacaaag
gaacacaaag
acccaattta
attggcgtgg
aaagtgccac
gccgttgaga
gatgttcact
cgacaaacca
gatcaatttg
tatctgaatt
ctcacaaaaa
atcaacttta
attaaagata
atcattgaaa
acaatccatg
actgcatcct
aaactgcagc
ttaaaacaac
atttcatttg
attggggatt
atcgagaggt
acccaccaat
aagataaaag
aatgaattat
aagaaattaa
gaggtgactc
gcattaaaac
caggacacca
ttggctcaca
caaatggaca
acacttgtca
gcagagcaat
ttcactgttc
caggctcttce
aggattccat
ttttccacac
tttgtcgaaa
cagtggcccg
agaatcaccc
actctcaacc
cacatctcac

ctgatctgca
tgactttaaa
atatgacctt
cattgaggtt
ctgacatctt
gccaagatgg
agaatgagcet
gcecgettcag
tatcactggg
acttcaaggt
aaatgaaatt
caaaacttga
tacagcccta
tcaccaacaa
aaggagccta
cagcaagcta
tcaacacaga
actcactgca
atgcacatac
atagcaaatt
gctccacaag
tcagtgccect
acaacaatga
agcttactgg
ttttactcag
agccccaaga
ccattaacct
ttatagttgt
taagaaaata
cattcaattg
agtatagaat
atgaaaaact
gttatgattt
aattaaaaag
atctacattt
ggattcaaaa
agcttaagag
acattgaggc
aaagaataaa
ttgaagtagc
atgaagtaga
acaagttgaa
attactttga
cttttaaaac
agtcatttga
agagactcaa
tgtttttaga
aaataacctt
tgaaggccaa
ttcagcagga
cctacatttce
attctatcca
ctgaaatcaa
agaaagctac
cagttcagat
cagaatttac
tgaaagtaaa
ttccagatat
tgccagactt
ttaatgattt
acacaattga

65

aagtggcatc
atctgacacc
ctctaagcaa
cttcagectg
aggcactgac
aatatctacc
gaatgcagag
ggaacacaat
aagtgcttat
cagtcaagaa
tgaccacaca
caacatttac
ttctctggta
tgggaaacta
ccaaaataat
taaagcagac
catcgctggg
tttcagcaat
aaatggcaat
cctgttgaaa
tcatcatctc
gcttactcca
atacagccag
acgaactctg
tgagcccatce
atttacaatt
cccatttttt
agtggaaaac
cagagcagcce
ggagagacaa
tacagaaaat
atctcaactg
acatgatttg
tcttgatgag
gtttattgaa
tgtggatact
acacatacag
tattgatgtt
tgatgttett
tgagaaaatc
ccaacaaatc
ggagactatt
gaaattggtt
attcattgaa
ttaccaccag
tggtgaaatt
ggaaaccaag
aatcatcaat
attccgagag
acttcaacga
tgattggtag
agattgggct
gaccatcctt
cttccagaca’
aaacttcaaa
catccttaac
gatcatcaga
atatctcagg
ccgtttacca
tcaagttcct
agtacctact

attaaaaata
aatgggaagt
aatgcactgc
ctttctggat
aaaattaata
agtgcaacga
cttggcctet
gcaaaattca
caggccatga
ggacttaagc
aacagtctga
agctctgaca
actactttaa
cggctagaac
gaaataaaac
actgttgcta
ctggcttcag
gtctteegtt
gggaaactcg
gcagaacctc
gtgtctagga
gctgagcaga
gacttggatg
gctgacctaa
aatatcattg
gttgcttttyg
gagaccttgce
gtacagagaa
ctgggaaaac
gtttcacatg
gatatacaaa
cagacatata
aaaatagcta
cactatcata
aatattgatt
aagtaccaaa
aatatagaca
agagtgcttt
gagcatgtca
aatgccttea
caggttttaa
cagaagctaa
ggatttattg
gatgttaaca
tttgtagatg
caggctctgg
gccacagttg
tggttacagg
actctagaag
tacctgtctce
actcttgetg
aaacgtatga
gggaccatgc
cctgatttta
gacttaaaaa
accttccaca
accattgacce
gatctgaagg
gaaatcgcaa
gaccttcaca
tttggcaagc

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400



tatacagtat
ggaatggaac
agtccaaatt
agattaatcc
agcatgggag
caagtttaca
acaatcagct
tggacttctce
acatagcatg
atgagggaac
gactgtccaa
ctggctcect
gccacagtgt
ctgggaggca
tcttttecage
tLecgttttec
tgagtcccag
acaaccaaaa
atggagaagc
cttacacaat
tgaaggaatt
agaaaaacaa
gtcagagcat
ttgtcaccaa
ctcacgacga
ttgaagtgtc
tcagcatgec
tcctgecatce
cacatttcaa
cctatgattt
accagtcaga
agtacaaatt
ctctgtctet
cgaaaaatat
tgaatttcaa
tggaatttaa
accacaagct
gagatgtcaa
acacttactt
ttgatgatat
gcatatattc
tcaccaacgg
ctcttgttca
aggaagtggc
ggattcattc
accttgacat
cagtctatga
ggagacagca
cattctccat
atgatctaaa
ttccatcgtg
catttgcect
caaaatattc
ctcagttaac
tggatctaaa
ctgagcagac
cttccectttea
ggagtgccag
gctcaaccgt
atggtacgtt
atgaagaaga

tctgaaaatc
cacctcagca
agaagttctc
gctggcetctg
tgaaatgctg
cacagaaaaa
taccctggat
tagtcaggct
gacttcttct
acatgaatca
taagatcaat
caacttttct
tctaactgcet
tgatgctcat
ccagccattt
attaaggtta
tgcccagcaa
tttctctget
aaatctggat
aatcacaact
cttgaaaacg
acacaggcat
caaatccttt
atcctataat
gctceccagg
tccattcacc
tagtttctce
attagagctg
ggaattgtgt
ctcctttaaa
tattgttget
agagggcacc
gagcaacaaa
ggaagtgtca
gcaagaactt
gtatgatttc
tagcttggaa
gggttcggtt
gaattccaag
ctggaacctt
cctctgggag
agaacataca
ggtccatgca
cctgaatgcet
tgggtctttce
tgcaggatcc
caagagctta
tcttcgtgtt
ccctgtaaaa
ttcagttett
caaacttgac
caacctacca
tcaaccagaa
tgtgtcccag
tgcagtagcee
cattgagatt
agcactgact
tttgaaaaac
acagttccta
agcctctaag
tggcaaattt
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caatctcctce
aacgaagcag
aattttgatt
aaggagtcag
ttttttggaa
aatacactgg
agcaacacta
gacctgegcea
ggaaaagggt
caaattagtt
agcaaacacc
aaacttgaaa
aaaggcatgg
ttaaatggaa
gagatcacgg
acagggaaga
gcaagttggce
ggaaacaacg
ttcttaaaca
cctccactga
acaaagcaat
tccatcacaa
gacaggcatt
gaaacaaaaa
acctttcaaa
atagagatgt
atcctaggtt
ccagtcctte
accataagcc
tcaagtgtca
catctccttt
acaagattga
tttgtggagg
gtggcaaaaa
aatggaaata
aattcttcaa
agcctcacct
ctttctecggg
agcacacggt
gaagtaaaag
cacagtacga
agcaaagcca
agtcagccca
aacactaaga
cagagccagg
ttagaaggac
tgggatttcc
tcaactgcect
gttttggetg
gtcatgecta
ttcagagaaa
acactccceceg
gactccttga
ttcacgcttc
aacaagatcg
ccctceccatta
gcacgctttg
aaagcagatt
gaatatgaac
actaaaggaa
gaaggacttc

ttttcacatt
gtatcgcagce
ttcaagcaaa
tgaagttctc
atgctattga
agcttagtaa
aatacttcca
acgagatcaa
catggaaatg
tcaccataga
taagagtaaa
ttcaatcaca
cactgtttgg
aggttattgg
catccacaaa
tagacttcct
aagtaagtgc
agaacattat
ttecctttaac
aagatttctce
catttgattt
atcctttggce
ttgaaaaaaa
ttaagtttga
ttcctggata
cggcattcgg
ctgacgtccg
atgtccctag
atatttttat
tcacactgaa
cttcatcttc
caagaaaaag
gtagtcataa
ccacaaaagc
ccaagtcaaa
tgctgtactce
cttacttttc
aatattcagg
cttcagtgaa
aaaattttgce
aaaaccactt
ccctggaact
gttcettceca
accagaagat
tcgagettte
acctaaggtt
taaagctgga
ttgtgtacac
ataaattcat
cgttecatgt
tacaaatcta
aggtaaaatt
ttececettttt
caaaaagtgt
cagactttga
agttctctgt
aggtagactc
atgttgaaac
taaatgtttt
cacttgcaca
aggaatggga

66

agatgcaaat
ttccatcact
tgcacaactc
cagcaagtac
gggaaaatca
tggagtgatt
caaattgaac
gacactgttg
ggcctgecece
aggacccctc
ccaaaacttg
agtcgattcce
agaagggaag
aactttgaaa
caatgaaggg
gaataactat
taggttcaat
ggaggcccat
aattcctgaa
tctatgggaa
aagtgtaaaa
tgtgctttgt
cagaaacaat
taagtacaaa
cactgttcca
ctatgtgttc
tgtgccttca
aaatctcaag
tcectgcecatg
taccaatgct
atctgtcatt
gggattgaag
cagtactgtg
cgaaattcca
acctactgtce
taccgctaaa
cattgagtca
aactattgct
gctgcagggce
tggagaagcce
acagctagag
ctctccatgg
tgatttcecct
cagatggaaa
caatgaccaa
cctcaaaaat
tgtaaccacc
caaaaacccce
tactcctggg
cccatttaca
taagaagctg
ccctgaagtt
tgagataacc
ttcagatggc
gttgcccace
acctgctgga
tcecegtgtat
agtcctggat
gggaacacac
ccgtgactte
aggaaaagcg

gctgacatag
gccaaaggag
tcaaacccta
ctgagaacgg
aacacagtgg
gtcaagataa
atccccaaac
aaagctggcce
agattctcag
acttcecctttg
gtttatgaat
cagcatgtgg
gcagagttta
aattctcttt
aatttgaaag
gcactgtttc
cagtataagt
gtaggaataa
atgcgtctac
aaaacaggct
gctcagtata
gagtttatca
gcattagatt
gctgaaaaat
gttgtcaatg
ccaaaagcag
tacacattaa
ctttctette
ggcaatatta
gaacttttta
gatgcactgc
ttagccacag
agcttaacca
attttgagaa
tcttectcecea
ggagcagttg
tctaccaaag
agtgaggcca
acttccaaaa
acactccaac
ggecctetttt
caaatgtcag
gaccttggee
aatgaagtcc
gaaaaggcac
atcatcctac
agcattggta
aatggctatt
ctgaaactaa
gatcttcagg
agaacttcat
gatgtgttaa
gtgcctgaat
attgctgcectt
atcatcgtgce
attgtcattc
aatgccactt
tccacatgca
aaaatcgaag
agtgcagaat
cacctcaata

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060



<210> 2

tcaaaagccce
ccacctcagce
acttttctaa
tattcaaaac
gggaagaaga
caggggtcct
gagaagtgtc
gggccattag
ctgggaccta
aggaaggceca
ttactcaaaa
acttccccag
ctatgttcat
gttcagaaat
ggaaacataa
aagaagccca
atcttcagga
aagagatgaa
atgattatat
agttcaatga
atcaatacat
tgaaatatta
ttaaggactt
gtcaagttga
cagatggaaa
aaagccaggce
aactgcaaga
aaagattgat
tactgaaaaa
aacttactat
gaactttcac
gccagecttg
aaagctggca
taaagaaaat
gagtctttat

<211> 13928

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 2

atcagtgect
caagcagcag
ccgecatggg
tgttcttgga
gtccaaaaga
aaagttccag
aggtagagct
ttaaagaggt
ctgaagagtt
aacaaattgt
gcatcatctc
tggataccgt
taccaacaga
gtacaagtgt
tcagcagcag
ctgtctgtga
tgacacgtgt
tcagtgaagg
caaagcaggc

agcgttcacc
agcctccecca
atggaacttc
tgagttgagg
ggcagcttct
ttatgattat
ttcaaagctg
gcaaattgat
ccaagagtgg
agccagtttce
attccatatg
attccagttt
aagggaggta
actgttttcec
actaatagat
agaggtattt
ccttttacaa
atttacttat
cccatatgtt
atttattcaa
tatggccctt
tgaacttgaa
ccattctgaa
gcaatttctg
agggaaagag
cattgcgacg
tttttcagac
tgacctgtcce
gctgcaatca
catcctctaa
atagcacaga
cagtaggcag
ccagggctcg
caggatctga
tgtgtatcat

gcagtggatc
gggctaggcece
cccacgaaag
caccagcgtc
tgcaactcga
cggtgtccag
ggaggtcccc
gtatggcttce
tgcagctgcc
tctttaccct
tgctecttetg
gtatggaaac
aatgtccaca
cagccectctce
ccaaacttgce
tgagcagcat
tacacagaaa
taccaaccgg
tgatgctgtt
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gatctccatc
gccgtaggcea
tactacagcc
gtccgggaat
ggcttgctaa
gtcaacaagt
agaagaaatc
gatatcgacg
aaggacaagg
cagggactca
aaagtcaagc
ccggggaaac
gggacggtac
tatttccaag
gtaatctcga
aaagccattc
ttcattttce
cttattaatt
tttaaattgt
aacgagcttc
cgtgaagaat
gaaaagatag
tatattgtca
cacagaaata
aagattgcag
aagaaaataa
caactctctg
attcaaaact
accacagtca
ttttttaaaa
aaaaattcaa
tagactataa
gaaggtctct
gttattttge
a

aagtacctgce
cgtggccagg
cctgeectge
tgggctcaag
ttcaagcacc
ggcacagctg
caaatctgtg
aaccctgagg
atgtccaggt
gacaaggatg
gttccceccag
tgctcaactc
gagagaaacc
gctctcatca
cagtacaccc
cttttectge
ctgagtcttg
atgggtctgg
ttgaagaccc

tgcgctacca
ccgtgggeat
ctcagtcctce
ctgatgagga
cctctcetgaa
accactggga
tgcagaacaa
tgaggttcca
cccagaatct
aggataacgt
atctgattga
ctgggatata
tgtcccaggt
acctagtgat
tgtataggga
agtctctcaa
aactaataga
atatccaaga
tgaaagaaaa
aggaagcttc
attttgatcc
tcagtctgat
gtgcctctaa
ttcaggaata
agctttctge
tttctgatta
attactatga
accacacatt
tgaaccccta

-gaaatcttca

actgcctata
gcagaagcac
gaactcagaa
taaacttggg

ctgagctceg
ccacagccag
ggacgccgtt
atgaagtcct
tccgaaagta
actccagaag
gtttcatcat
gcaaggcectt
acgaactcaa
aacctaaata
agacagaaga
aggttaccgt
tgcagcaatg
aaggcctggt
tggatcctaa
ctttctcecta
aagacacacc
cctttgagag
ttcaagaact
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gaaagacaag
ggatatggat
tccagataaa
aactcagatc
agacaacgtg
acacacaggg
tgctgagtgg
gaaagcagcc
gtaccaggaa
gtttgatggce
ctcactcatt
cactagggag
atattcgaaa
tacacttcct
actgttgaaa
gaccacagag
agataacatt
tgagatcaac
cctatgectt
tcaagagtta
aagtatagtt
caagaacctg
ctttacttcce
tcttagcatc
cactgctcag
ccaccagcag
aaaatttatt
tctgatatac
catgaagctt
tttattcttc
ttgataaaac
atatgaactg
ggatggcatt
ggaggaggaa

cctcegaaga
gaagccaccc
actgctgetg
ggaaaactta
cgtgtacaac
cgccaccaag
gaggaccaac
gatgaagaaa
gctggccatt
tatcctgaac
ggaccaacaa
gaattcaaga
tgacggcttc
ccaccccttg
gaggaagcat
caagaataag
taagatcaac
caccaagtcc
gaaaaaattg

aaaggcatct
gaagatgacg
aaactcacca
aaagttaatt
cccaaggceca
ctcaccctga
gtttatcaag
agtggcacca
ctgttgactc
ttggtacgag
gattttctga
gaactttgca
gtccataatg
ttcgagttaa
gatttatcaa
gtgctacgta
aaacagctga
acaatcttca
aatcttcata
cagcagatcc
ggctggacag
ttagttgctc
caactctcaa
cttaccgatce
gaaataatta
tttagatata
gctgaatcca
atcacggagt
gctccaggag
ttttccaatt
catacagtga
gacctgcacc
ttttgcaagt
caaataaatg

ccctgtagag
caccatccat
ttecetgetac
agcttcaget
tatgaagctg
atcaactgta
cagtgtaccc
accaagaact
cctgaaggga
atcaagaggg
gagttgttcc
aagggaaccyg
cagcccatca
tcaactctta
gtgtctgaag
tatgggatca
agtcgcttct
acgtcatccce
tccatctcag

12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14121

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140



agcagaatgc
ctggtgaagc
tacaagcctt
aaactgagaa
caaatccctce
gagccactct
ggagccecagt
cgggcaatga
tggaacaagt
catctctget
aggtcecggac
tggctgccta
aacttctcca
acatcttgaa
tggagaattc
tttccaaatc
ttatatttga
tctttggact
caacactaga
tgtattgggt
gctatactac
acaagttgat
tcctaggaaa
tgctgagtgg
aagggtcaaa
ccactggagce
aggctggtgt
tgtccttgga
tccagatgaa
ctgggcaget
gcaacacact
acaggcagtc
gagcttactce
caaggtatga
cctatgaact
cagaaggagt
ccttatctag
ttaatgatga
agaaaatcac
agatcaaagg
cccactggte
caacaatttc
acacgggaac
attatcctag
cagatgtgac
agatggcaac
cagagttgaa
taaagactga
ctttgecttt
cagccctcaa
cttttacaat
ccacaaatgt
gcagagacca
tgttttccta
cattgtcctg
acgtagaaaa
gtgcettggg
tatacgtcaa
gcaaatatgg
acatgagatt
atggagccct

tcagagagca
aatcacatcc
ggttcagtgt
ggctcaccce
aacacagagg
gtatgcactg
tctgcaggat
agaccacacc
aatgccagcece
gattcagaaa
gatcecttttt
tctettgetg
atgggaacag
ctcggaagaa
tcaatttcca
tgcttctele
tccaagcagt
tgcttcactt
agctcttttt
caatggccga
agatggcaag
caaagatctg
agagctaagc
tgcacaaact
gaatgacttg
agggttacag
aagactggaa
gtttgtgaca
caccaacttc
gaaggtcatc
gcatctggtc
ctggtcaact
caacgccagce
gctggagcetg
cctaaaagag
gcagcagtct
tgaagtccta
atctgctaag
tgaggtctcet
tgttgtttcc
ctccaccaaa
caagagagtg
caatgtggat
aatgttgcat
ttttcgggac
caggggtcett
cctectgaaa
tggcagagtc
gggtggcaag
cttcaagtct
ccccaagaca
ctacagcaat
cttcagectt
cagtgtgcaa
tgatggatct
atttggaaac
accacagatg
agatatcaag
cctgtcttgt
taactccacce
gtccatcacce
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aatctcttca
ctcttgecac
ggacagccac
ctcctggttg
ctgcaggaaa
agccacgcag
atcgctggtt
ttcttgattc
ctcaagtcet
gctgcectetee
gatacatttg
atgaagaacc
agtgagcagg
ctgtatgtcc
acgatcatgg
ccaatyttcg
tatcttccca
gatctctttg
ggtaagcaag
gttccagatg
catgaacagg
aaatctaaag
tttgtcagac
ttgcagggaa
tttctcecact
ctgcaagtgt
ttagccaaca
aatatgggca
ttccacgagt
attcecttcte
tctaccacca
tgcaagcctce
tccacggagt
aggcccacgyg
gacaagtctt
gaagctactg
attccagggt
gacaaaaaca
ctcgtgggee
ataccacgtt
ctgctcttece
acatggcegtt
accaaaaaag
gagtatgcca
atgggttcca
ccttacccece
atgggactgt
aaatacacaa
tcttcaaaag
gtgggattcce
catcagcttce
ttgtacaact
caggctcagt
ggatctggag
ctacaccata
agcccagtcet
tctgctactg
gttgatggac
gagagagatg
tacttccagg
tccacttctg

ataaactggt
agctgattga
agtgctatac
acattgtcac
tctttaatac
ttaacagcta
acctgttgaa
tgagggtcat
cagtcctgag
aggcecectgag
taaatggtgt
cttcctcatce
tgaagaactt
aagatctgaa
acttcagaaa
acccagtctc
gagaaagctt
agattggttt
gattcttccc
gtgtctccaa
acatggtgaa
aaattcctga
tccaagacct
tcecccagat
acatcttcat
cctegtetgg
tacaggcaga
tcatcatcce
caggcctgga
caaagaggcc
aaacagaagt
tcttcactgg
ctgcctcectta
gagaagtgga
tggttgacac
tactgttcaa
ttgatgtcaa
cttacaaact
acttgagtta
tgcaagcaga
aaatggactc
acgataatga
tggcctccaa
atggtctccet
aattaattgt
aaactctaca
ctgacttcca
tgaacaggaa
acctcaagat
atctgccatc
aagtgectcet
ggtcagcctc
accgcatgaa
aaacaacata
aatttctaga
caaaaggttt
ttcacctaga
agttcagagc
ttacaactgg
gcaccaacca
acctgcaaga
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tactgagcetg
agtgtccagce
tcacatcctce
ctacctgatg
tgccaaggag
ttttgatgtg
acagatcgac
tggaaatatg
ctgtgtacga
gaagatggaa
cgctceegtg
agatattaac
cgtggcatct
agttttgatc
attttccega
agtcaaaata
gctgaaaaca
agaaggaaaa
agacagtgtc
ggtcttggtg
tggaatcatg
agccagggcce
ccaagtcctg
ggttgtacag
ggacaatgcc
agtcttcacc
gctagtggca
agacttcgct
ggcgcgagtg
agtcaagctg
gatcccacct
aatgaactac
ctacccactg
gcagtattct
attgaagttc
atataatcgg
cttcgggaca
catcctggac
tgataaaaag
agccaggagt
atctgctaca
gataatagaa
tttccetgtg
ggatcacaga
tgcaacaaac
ggatcacctc
tattccagac
caaaataaac
gccagagagt
tcgagaggtc
cttgggtgtt
ctacactggt
gactgactct
tgacagcaag
ctcaaaattc
actaacattt
ctcaaaaaag
ttcttecattt
ccagctgagce
gatcgtggga
tggcatattce

agaggcctca
cccatcactt
cagtggctga
gctctgatcee
cagcagagcc
gaccattcaa
aatgaatgca
ggaagaacca
agtacaaaac
ctggaagatg
gagaagagac
aaaattgccec
cacattgcca
aaaaatgctc
aactatcaga
gaagggaatc
accctcacag
gggtttgage
aacaaggctt
gaccactttg
cccattgtgg
tatctccgea
gggaagcectgt
gccatcagag
tttgagctce
ccegggatca
aagccctcetg
aagagcagtg
gcectgaagg
ttcagtggea
ctggttgaga
tgtaccacag
acaggggaca
gccactgcaa
ctagttcaag
agaagcagga
atactaagag
attcagaaca
ggagatggca
gaggtccaca
gcttacggcet
tttgattgga
gatctttcece
gtccctcaaa
acatggctte
aatagcctct
aacctcttce
attgacatcc
gtgaggacac
caggtcceca
ctagaccttt
ggcaacacca
gtggttgacce
aacacattta
aaagtcagcece
gaaacatcta
aaacaacatc
tatgctcaag
ggcgaatcca
atgtaccagg
aagaacacag

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800



cttccttgaa
agaacttcgce
gttctgaaca
tcacttceca
gtgctcacaa
acttgaagta
gggcatccat
ttgatgggag
tgggtgcaga
ccaatgattt
ttgcaggtct
tctataagca
acgacctgag
tgaagctgaa
tctataccat
aggttcagygg
ctgttgatgt
tttctctgge
ccttctgggg
tggcacttat
gcagcatcag
caagcacctg
cctacaacac
tgtattctcc
tagaggtaaa
acgataagaa
atttggagag
aacgcctcag
agcagattca
aaaaaataac
tagatagtgce
aatttgatca
agattattga
taaatctage
aagtcagtag
tccaaattca
agcttgetge
aattgagaac
ttgttatgaa
tagtccgtga
aatcagtaga
tgctacagceg
ctgttgagtg
ctgacatgtt
acagcaaaat
cacaaaaaat
ccctggaaag
tgactcaaat
aaatggacat
cactggtcac
cagagcaata
tcatagttcc
gtgctcteca
ggattccatc
tttccactcee
tgctggaaat
agtggectcet
gactgactct
atgtcaatct
acctctcaca
aatctcecctct

atatgaaaac
tgcttccaac
ccaggccaat
gggtgtagaa
ggcaacacta
cagcceectyg
gaaattatca
agctgceccectce
cagcaaaaac
gatgggctcce
ctcactggac
gaattttaac
atatggtgct
tgtgggtgge
atcttatact
tygtcgaattc
cactaccagc
accttttacc
agaacacact
tgtctctcat
cacggctctt
gaaattcaag
taaagacaaa
aattaaacta
tgatgctgtt
ccaggatgtt
aaatcgaaga
tgttgatcag
tcattatctg
ttctttcatg
caaaatcaac
gtatattaaa
tcgaatcatt
aaaatcaatc
tagtaacacc
agaaaaacta
agaggtaaaa
tgcaattcta
tcttattgaa
gctaattgag
gttggcccac
aattgagata
gcttaaagca
ggtgaagaag
ccgtgagatg
ggaagcatta
actcaaggac
gaaagaccat
tcagagggaa
ctatatgtct
ttccatccaa
tgaaatgcaa
agaaggtaac
aattcggata
agaattcact
aaaagcaaag
tccagaaatg
gccagacttce
caaagattta
tacaattgaa
ctttatatta
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tatgagctga
aagctggatg
tacaagtccce
ttaaatgctg
aagattgcac
ctgctggaga
acaaacggcc
acagaggtgt
atcttcaact
tatgctgaga
ttcttctcaa
ttacagctac
ctagatttga
aactttaaag
gacctggtag
agccataggc
tacaattcag
ttgggcatcg
gggcagctat
gactacaaag
gaacacacag
accaaactga
atcggtgttg
ccgtttttet
gacaagcccec
cacaccatca
ggaatgataa
tttgtgagga
aatgcatctg
gaaaattata
ttcaatgaaa
gataattatg
gaaaagttaa
cataatctct
tcttggatcce
cagcagctca
cgacagatgg
ttccaaagaa
gattttaaag
aaatatgaag
agatatagcc
aaagattact
ttgtctttca
ttgaaagcat
actcagagaa
aaactgttgg
accaaagtaa
ttccaagata
ctggagcact
gactggtgga
aactgggctg
acatttctgt
tttcagaccc
aactttaaaa
cttctcaaca
atcattagaa
tatttgagag
catgtaccag
cacgttcctg
atacctgcett
gatgctaatg

ctctgaaatc
tgaccttctc
tgaggcttgt
acatcttggg
gtgatggact
atgagttgaa
gcttcaaaga
cactggggag
tcaaactcag
tgaaacttga
aaatggacaa
agccctattce
ccaacaatgg
gaacctatca
tagcaagtta
taaatgcaga
atccactgca
acacacatac
atagtaagtt
gatccacaag
tcagtgectt
atgacaaagt
agcttagtgg
acagtgagcc
aagaattcac
acctcccatt
gtctactgga
aatacagagc
actgggagag
gaattacaga
aactctctca
atccacatga
aaattcttga
atttatttgt
aaaatgtgga
ggacacaaat
acgctattga
taagtgacat
taactgagaa
tagaccaaca
tgagcgagcc
atgagaaatt
aaaataccat
ttgattatca
tcaatgctga
tagaagactt
ctgtggtcat
ctctggaaga
tcttgtetet
ctctgactge
agagtataaa
ggaccatgcc
ctgtctttat
tgttaaagaa
ccttccatgt
ctatcgacca
acctggatgt
aaatcacaat
atcttcacat
ttggcaaact
ccaacataca
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tgatagcagt
tacgcaaagt
cacccttett
cacagacaaa
atcaaccagt
tgcagagctt
acaccatgca
catttaccag
ccgagaaggg
ccacacacac
tatttacagt
tttcataact
aaggtttcgg
aaataatgag
cagagcagac
cattgaagga
ttttaacaat
aagtggtgat
tctgttgaaa
ccacagtctce
gctgacgcca
atacagccag
acgggctgac
tgtcaatgtc
aattattgct
cttcaaaagc
agccatgcga
ggccctgage
acaagtagct
taatgatgta
acttgagaca
cttaaaaaga
tgaacagtat
tgaaaacgtt
ttccaattat
tcagaatata
tgtcacaatg
tattgaccgt
aatcaatact
catccaggtt
tcttcagaaa
ggttgggttt
tgaagaacta
ccagtttgta
aatccaagct
caaaaccaca
tgattggctg
tgtaagagac
ggtaaaccaa
taaaaacata
agtactggtg
tgcttttgag
agtccccttg
tataaaaatc
ccattccttt
aattttgage
agtgaacatt
tccagaattc
accagaattc
gcatagcatc
gaatgtaaca

gggcagtatg
gcactgctgce
tcaggatccce
attaatactg
gcgaccacca
gggctctctg
aaattcagtc
gccatgattc
ctgaggctgt
agtctgaaca
ggagacaagt
actttaagca
ctggagccac
ctgaaacata
actgtggcta
ctgacttecect
gttttccact
gggaaactgt
gcagaacctc
ccgtacgaga
gctgagcaga
gactttgaag
ctctetggge
cttaatggct
gtggtgaagt
ctgccagact
ggggaattgc
agacttcctc
ggtgccaagg
ctaattgcca
tacgcgatac
actattgctg
catatccgtg
gatcttaacc
caagtcagaa
gacattcagc
catttagatc
gtcaaatact
tttagagtta
ttaatggata
ctcagtaatg
attgatgata
aatagattga
gacaaaacca
ctcaaacttc
gtctccaatt
caggatattt
cgaatttatc
gtttacagta
acagactttg
gaacaaggat
gtcagtctcce
acagatttga
ccattgagat
acaattgact
agtgagctac
cctettgeaa
acaatcccaa
caacttectc
cttaagatcc
acttcaggga

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460



acaaagcaga
attttgattt
aggaatccat
ttgatggaaa
atgaagtaga
gtcacacaaa
ctcttaataa
ggacagggtc
aaattagcett
gcaaacactt
agtttgaagt
atggtcggge
taaatggaaa
agattactgc
ctgggaaaat
caagctggca
taaacaatga
tcttaaacat
ccttactgaa
caaagcaatc
ccattgttgt
acagaaaatt
aagcaaaaat
cctttcaaaa
tagagacact
tcecectggtece
cagttttcca
acactattga
aatcaagtgt
cccatttecet
catcacgtct
aatttgtaaa
cagtgagaac
ttaatggaaa
tcaattcctce
aaagtctcac
tcectttcetcea
agggtactcg
ttgaagtagg
agcacaatat
catgcagagc
tgagtcaact
ctaacactaa
ttcagcacaa
ccttagacgg
tgcaggaact
tatataccaa
gatttattat
taagtacttc
ttgatctgtt
ctatacctga
gcaacacagt
gtgtcaccct
ggatttttat
ataatgtcac
attccatgtg
acaaaattga
tcaatgtgga
ctcacctgga
agacaagtct
gcacagatga

gattgtggct
tcaagcacaa
gaacttctcc
ggccattgag
gtttaataat
gtacttccac
tgaaatcaag
atggaactgg
tactgtggat
acgggtcatc
tgagtcaaaa
actgctcaag
agttattgga
atccacaaat
agacttcctg
agcgagtacc
acacaacata
acctttaaca
ggatttctcc
atttgatttg
ccctetggat
tgagaaagtc
taaggttgat
tcatggctac
ggcttccagce
taacatcatg
tggtcctggg
caatatttat
catcacactg
ttctteetet
gatgcgaaaa
gggcagtcat
aactgccaac
taccaagtca
aaagctgcac
ttcectacttt
ggaatattca
gtcttcagtg
agaaaatttt
gaaaaaccat
tactttggag
cagttcectc
gaaccagaag
tgcacagttce
acagctgtgg
cctacaaatg
aaaccctaat
accagggata
accatttgcc
aacacagtac
aattcattta
ctttgatctg
gcctgagcag
tcctttettt
ttggagcgcet
cacttcaacc
agaagatctg
gtataatgaa
catcaccagc
gtctgectca
ccagagtgtg

ES 2471978 T3

tctgtcactg
gctcaattce
agtaagcatg
gggaaatcag
ggtatgactg
aagttgagtg
acactattag
gcctgtceca
ggtcccattg
caaaaactga
gttgaatctc
gacgcaaagg
actttgazaa
aatgaaggaa
aataactatg
agattcaatc
gaagccagta
attcctgaaa
atatgggaag
agtgtaaagg
atgttttatg
agaaacaatg
aagtacaaaa
actatcccag
catgtgatcc
gtgccttcat
aatctattca
attccagcca
aataccaatg
tcatttgtca
aggggattga
gacagcacca
ctccatgcete
aaacccactg
tctactgcaa
tccattgagt
ggaagtgttg
aggctacaag
gctggagaag
ttgcaggtat
ctctecccat
cttgacctce
atcagctgga
tccaatgacc
gaccttgaag
gatggaaagc
ggctatctcce
aaactaaatg
ctcaacctaa
tctacaccag
actgtatcecc
aataagttgg
actattgtaa
ggagaactga
ggttggaaaa
ttgcagtttc
ttaacctata
gatggtctat
ccagcactga
gcagectcect
gagctgaatg

ctaaaggaga
tggagttaaa
tgagaatgga
acacagtcgce
tcaaagtaaa
ttcctaggcet
aagctggaca
acttctcgga
cttttgttgg
cttatgaatc
agcacgtggg
cagaaatgac
attctctctt
atttgaaagt
cattgtttct
agtacaaata
taggaatgaa
ttaacttgcee
aaacaggcett
ctcaatataa
aatttattct
ctttacattt
ctgaaaattce
ttgtcaacat
ccacagcaat
acaagttagt
agtttttect
tgggcaactt
ctggacttta
ctgacgccct
aactagccac
ttagtttaac
ccatattcte
tttcatcatc
caggaggcat
cattcaccaa
ccaatgaagc
gagcttccaa
ccaccctecca
atagctactt
ggaccatgtc
atcactttga
aaggtggggt
aagaagaaat
ctatcttttt
gacagtatct
tctcactcce
acttcagtgg
caatgctcce
agggctectce
agtttacact
ccaacatgat
tcccaccecett
ctgcacgtge
ccaaagcaga
tggagtatgce
atatcaaagg
ttaaaggact
ctgactttca
cgaccatcgg
tctacttcca
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gtcccaattt
tcctecatcet
gcatgagggt
aagtttacac
caatcagctc
ggacttctcc
tgtggcattg
tgaaggcata
actatccaat
tggettecte
ctccagcecatt
tggtgagcac
cttttcagceca
gggttttcca
gagtccccgt
caatcaaaac
tggagatgcc
ttacacggag
gaaagaattt
aaagaacagt
caacaatgtc
tcttaccacc
ccttaatcag
tgaagtatct
aagcacccca
gctgccaccece
cccagatttc
tacctatgac
taaccaatca
gcagtacaaa
agctgtctcet
caagaaaaac
aatgaacttc
cattgaacta
tgatcacaag
aggaaatatc
caatgtatat
agttgatggt
acgcatctac
cttcacaaaa
aaccttgcta
ccaggaagtg
ccaggttgaa
acggcttgac
accagtatat
tcaagcttca
cgtgcaagaa
agtaaaaatc
caaagtaaaa
tgtccctatt
tccaaagagce
tgccgatgtt
ggagttctct
tgggatggct
tcatgttgaa
tttaaaagtt
aacacttcaa
ttgggactgg
tctgtactac
cactgtgggt
cccacagtcec

gaagctctca
ccagtcctga
gagatagtat
acagagaaaa
acccttgaca
agtaaggctt
acatcttcag
cattcgtccce
aacataaatg
aactattcta
ctaacagcca
aatgccaact
caaccatttg
ctaaagctga
gcccaacaag
ttttctgcta
aacctggatt
ttcaaaactc
ttgaagacaa
gacaagcatt
aattcagtggg
tcctataatg
ccctetggga
ccatttgctg
agtgtcacaa
ctggagttgce
aagggattca
ttttctttta
gatatcgttg
ttagagggaa
ctaactaaca
atggaagcat
aagcaggaac
aactatgact
ttcagcttag
aagagttcecct
ctgaattcca
atctggaacg
accacatggg
ggaaagcaaa
caggttcatg
atcctaaaag
tcacgggttc
cttgcaggat
ggcaagagct
acttctcttc
ctggctgata
tataagaagt
ttcectggga
tttgaggcaa
cttccagttg
gacctgccta
gtacctgctg
tctecectgt
acgttcctag
gtagaaacac
cactgtgact
cagggagagyg
aaagaagaca
ctggattcga
cctccagaga

8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120



agaaactcag
tcaaaattaa
tgcccaagge
cttcagaact
aaatgaacat
tgttggctca
tagtacatgt
attttctgaa
aactctacac
taggaaacct
taacatttaa
tcagggagga
tactaagtag
aatgcctaaa
tacaggtccc
tcaatgactt
agtatatgaa
aatattatga
gggatgtcta
aagttgaaca
atggaaagtg
gctgggteac
tgcaggattt
gattgattga
tgagaaagct
gagagctgat
gtaggagact
agagcaagaa
caaagcagcec
ttgttttgte
tattgtgce

catattcaaa
ttgggaagaa
ttctaagget
aagaaaaagt
gagtttccag
gaagagcctg
tactcagaag
attcaataga
tatagtcatg
actttectac
atgtccetttt
gttaaacatt
tcttcaggge
ggacaatgaa
atatgetttt
tcttcaatee
ggceccettegt
aatagaagaa
ctctgaatat
atttgtgtce
gatggaaaag
tgcegtggee
ttcagaccaa
cctgtccatt
gcaggtggce
gatcacctte
ttgtagacta
gcacatagga
tgaactcaag
caactcagga
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actgagtgga
gaggcagctt
atttatgatt
ctacaggtca
agagtagcce
agcatccctg
taccacatgg
gtccagttee
aaggaaacca
gttcaaaacc
ttctcaaaac
ttatcaaaca
tttttggaga
tctacttgtg
aaatccctaa
atacttcagg
gaagagtatt
aatatggttg
agtgtgacag
agggatatca
attgcagagce
aaaataatgt
ctctctagcet
caaaactacce
acagccaata
tgattcatct
ctataaagac
actatacctg
atgacatatt
tggagggagyg

ggtacaagga
ccagattgct
atgccaataa
atgctgaaca
gtgataccta
agaatctcaa
cagtcatgtg
cagggtacgce
agaagtcact
aagtagagaa
cttgtaaact
taggccaaca
gagttttaga
ttgectgacca
gagaagacat
aggggtccta
ttgatccgag
agctgatcaa
ctgctgattt
gagagtatct
tttctattgt
ctgattacce
actatgaaaa
acgtgtttct
atgtgagcce
actaacaaat
catcctgagce
caaccaagct
ttacaagtta
gagggaaggg
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gtctgatggt
aggctcccta
gtaccacctg
tgccagaagg
ccagaatctc
gaagagggtg
gctgatggac
tggaacatat
gtctcagctg
atcaagatta
aaaagatctc
ggatatcaag
catcatagaa
tatcaacatg
atactttgtce
caagctacag
catggttggg
gaccctttta
tgcttccaaa
tagcatgett
ggcaaaggaa
ccagcagttce
atttgttggt
cagatacatc
ctatataaag
tcaaattaaa
cagacctgca
ggcataagaa
gagtaaagtc
gaaataaata

gaaaggtaca
aaaagcaatg
gaatacgttt
atggttgatg
tatgaggaga
ttagacagta
tcattcattc
actgtggacg
tttaatgggt
atcaatgaca
atattgattt
tttacaacaa
gaacaaatta
gttttcaaaa
ctcggtgagt
caggtccatce
tggacagtga
gtttccttta
atgtcaactce
actgatataa
acaatgaaaa
cactccaatc
gagtccacaa
accgagttac
cttgctcaag
ccttcacata
gtcaacagca
ccaagacctt
aagagctgag
aatacttcct

12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13928
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto antisentido corto de 10 a 14 mondmeros de longitud, que comprende una region salto de 2'-
desoxirribonucledtido flanqueada por cada lado por un ala, en el que cada ala comprende de forma independiente 1
a 3 mondmeros modificados de alta afinidad que son nucleétidos modificados con azicar que comprenden un
puente entre la posicion 4’ y 2’ del azucar, y en el que el compuesto antisentido corto esta dirigido a un acido
nucleico que codifica ApoB para uso en terapia.

2. El compuesto antisentido corto de la reivindicacién 1, para uso en:
(i) tratar un trastorno o enfermedad metabdlica o cardiovascular;
(ii) reducir el riesgo de cardiopatia coronaria (CPC) o prevenir CPC en un sujeto;
(iii) ralentizar o detener la progresién de aterosclerosis en un sujeto, o prevenir la aterosclerosis; o

(iv) tratar hipercolesterolemia, hipercolesterolemia no familiar, hipercolesterolemia familiar,
hipercolesterolemia familiar heterocigética, hipercolesterolemia familiar homocigética, dislipidemia mixta,
aterosclerosis, un riesgo de desarrollar aterosclerosis, cardiopatia coronaria, antecedentes de cardiopatia
coronaria, cardiopatia coronaria de inicio precoz, uno o mas factores de riesgo de cardiopatia coronaria,
diabetes de tipo Il, diabetes de tipo Il con dislipidemia, dislipidemia, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia,
hiperacidemia grasa, esteatosis hepatica, esteatohepatitis no alcohdlica, o enfermedad de higado graso no
alcohdlica.

3. Uso de un compuesto antisentido corto de 10 a 14 mondémeros de longitud, que comprende una region salto de 2'-
desoxirribonucleétido flanqueada por cada lado por un ala, en el que cada ala comprende de forma independiente 1
a 3 mondmeros modificados de alta afinidad que son nucleétidos modificados con azicar que comprenden un
puente entre la posicion 4’ y 2’ del azucar, y en el que el compuesto antisentido corto esta dirigido a un acido
nucleico que codifica ApoB, en la fabricacién de un medicamento para:

(i) tratar un trastorno o enfermedad metabdlica o cardiovascular;
(ii) reducir el riesgo de cardiopatia coronaria (CPC) o prevenir CPC en un sujeto;
(iii) ralentizar o detener la progresion de aterosclerosis en un sujeto, o prevenir la aterosclerosis; o

(iv) tratar hipercolesterolemia, hipercolesterolemia no familiar, hipercolesterolemia familiar,
hipercolesterolemia familiar heterocigética, hipercolesterolemia familiar homocigética, dislipidemia mixta,
aterosclerosis, un riesgo de desarrollar aterosclerosis, cardiopatia coronaria, antecedentes de cardiopatia
coronaria, cardiopatia coronaria de inicio precoz, uno o mas factores de riesgo de cardiopatia coronaria,
diabetes de tipo Il, diabetes de tipo Il con dislipidemia, dislipidemia, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia,
hiperacidemia grasa, esteatosis hepatica, esteatohepatitis no alcohdlica, o enfermedad de higado graso no
alcohdlica.

4. El compuesto antisentido corto o uso de cualquier reivindicacion precedente, en el que el sujeto a tratar es un ser
humano.

5. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la conformacioén de cada
uno de dichos nucleétidos modificados con azucar es, de forma independiente, 3-D o a-L.

6. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que cada uno de dichos
puentes comprende de forma independiente 1 o de 2 a 4 grupos unidos seleccionados de forma independiente de -
[C(R1)(R2)]n-, -C(R1)=C(Rz2)-, -C(R1)=N-, -C(=NR)-, -C(=0)-, -C(=S)~, -O-, -Si(R1)2-, -S(=0)x- y -N(R1)-;

en los que
xes0,1062;
nes1,2, 364;

cada uno de Ry y R es, de forma independiente, H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C1-C+2, alquilo C4-
C12 sustituido, alquenilo C,-C+», alquenilo C,-C12 sustituido, alquinilo C»-C+2, alquinilo C,-C+, sustituido, arilo
Cs-Co, arilo Cs-Cy sustituido, radical heterociclo, radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo
sustituido, radical aliciclico Cs-Cy, radical aliciclico Cs-C7 sustituido, halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, COOJ;,
acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, CN, sulfonilo (S(=0)2-J1) o sulfoxilo (S(=0)-J1); y

cada uno de J1 y J» es, de forma independiente, H, alquilo C1-C12, alquilo C4-C4» sustituido, alquenilo C>-C12,
alquenilo C,-C12 sustituido, alquinilo C2-C+», alquinilo C,-C12 sustituido, arilo Cs-Cyo, arilo Cs-Cy sustituido,
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acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, aminoalquilo C4-Ciz,
aminoalquilo C4-C12 sustituido o un grupo protector.

7. El compuesto antisentido corto o uso de la reivindicacién 6, en el que cada uno de dichos puentes es, de forma
independiente, 4'-CH,-2’, 4'-(CH)2-2’, 4'-CH2-0-2’, 4'-(CH,)»-0O-2" 4’-CH2-O-N(R1)-2’ 6 4-CH>-N(R+)-O-2’- en los que
cada Ry es, de forma independiente, H, un grupo protector o alquilo C4-C12.

8. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que al menos un
enlace monomérico es un enlace monomeérico modificado.

9. El compuesto antisentido o uso de la reivindicacién 8, en el que el enlace monomérico modificado es un enlace
fosforotioato.

10. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que cada enlace
monomérico es un enlace internucleosidico fosforotioato.

11. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene 10-13 mondémeros de
longitud.

12. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene 10-12 monémeros de
longitud.

13. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene 10-11 monémeros de
longitud.

14. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene 10 mondmeros de
longitud.

15. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene 11 mondmeros de
longitud.

16. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene 12 mondmeros de
longitud.

17. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene 13 mondmeros de
longitud.

18. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene 14 mondmeros de
longitud.

19. El compuesto antisentido corto o uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que tiene un motivo
seleccionado de 1-12-1; 2-10-2; 1-10-1; 1-10-2; 3-8-3; 2-8-2; 1-8-1; y 3-6-3, en el que el primer niUmero representa el
numero de monomeros en el ala 5, el segundo nimero representa el numero de monémeros en el salto, y el tercer
numero representa el nimero de monémeros en el ala 3'.
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