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DESCRIPCION
Aptédmeros de unioén a complemento y agentes anti-C5 Utiles en el tratamiento de trastornos oculares
Campo de la invencion

La invencion se refiere en general al campo de los &cidos nucleicos, y méas particularmente a aptameros capaces de
unirse a las proteinas del sistema de complemento, Gtiles como agentes terapéuticos y diagndsticos en trastornos
oftalmoldgicos relacionados con el complemento o trastornos en los que, especialmente, se ha implicado la activacién
del complemento mediada por C5. En realizaciones preferidas, la invencion se refiere méas especificamente a métodos
y materiales para el tratamiento y deteccion de AMD de tipo exudativo. La divulgacion se refiere ademas a materiales
y métodos para la administracion de aptameros capaces de unirse a proteinas del sistema de complemento incluyendo
proteinas C5.

Antecedentes de la invencion

Un aptamero, por definicion, es una molécula de acido nucleico aislado que se une con elevada especificidad y
afinidad a alguna diana, tal como una proteina, mediante interacciones distintas al emparejamiento de bases de
Watson-Crick. Aunque los aptdmeros son moléculas basadas en acidos nucleicos, hay una diferencia fundamental
entre los aptdmeros y otras moléculas de &cidos nucleicos, tales como genes y ARNm. En los ultimos, la estructura de
acido nucleico codifica informacién a través de su secuencia lineal de bases y por lo tanto, esta secuencia es de
importancia para la funcion de almacenamiento de la informacién. Por el contrario, la funcion del aptdmero, que se
basa en la uniéon especifica de una molécula diana, no depende de una secuencia lineal de bases conservada, sino en
una estructura secundaria/terciaria particular. Esto es, los aptameros son secuencias no codificantes. Cualquier
potencial de codificacién que pueda poseer un aptdmero es completamente fortuito y no juega absolutamente ningin
papel en la unién de un aptdmero a su diana afin. Por tanto, aunque puede haber aptdmeros que se unan a la misma
diana, e incluso al mismo sitio de la diana, compartiendo una secuencia lineal de bases similares, la mayoria no.

Los aptameros también tienen que diferenciarse de las secuencias de acidos nucleicos de origen natural que se unen
a determinadas proteinas. Estas Ultimas secuencias son secuencias de origen natural embebidas dentro del genoma
de los organismos que se unen a subgrupos de proteinas especializadas que estan involucradas en la transcripcion,
traduccion y transporte de &cidos nucleicos de origen natural, es decir, proteinas de unién a acidos nucleicos. Por otro
lado, los aptdmeros son moléculas de acido nucleico cortas, aisladas de origen no natural. Aunque pueden
identificarse aptameros que se unen a proteinas de unién a acidos nucleicos, en la mayoria de los casos dichos
aptameros tienen poca o ninguna identidad de secuencia con las secuencias reconocidas por las proteinas de unién a
acido nucleico en la naturaleza. De manera mas importante, los aptdmeros pueden unirse virtualmente a cualquier
proteina (no solo a proteinas de unién a acido nucleico) asi como a cualquier diana de interés, incluyendo moléculas
pequefias, hidratos de carbono, péptidos, etc. Para la mayoria de las dianas, incluso proteinas, no existe una
secuencia de origen natural a la que se une; para aquellas secuencias que tienen dicha secuencia, es decir, proteinas
de unién a acidos nucleicos, dichas secuencias diferiran de los aptdmeros como resultado de la relativamente baja
afinidad de union usada en la naturaleza en comparacion con aptdmeros de unién estrecha.

Los aptameros, como los péptidos generados mediante presentacion de fagos o anticuerpos, son capaces de unirse
especificamente a dianas seleccionadas y modular la actividad de la diana o las interacciones de union, por ejemplo,
mediante la unién de aptadmeros puede bloquearse la capacidad de funcionar de su diana. Como con los anticuerpos,
esta propiedad funcional o unién especifica a una diana, es una propiedad intrinseca. También como con los
anticuerpos, aunque el experto en la materia puede conocer las caracteristicas estructurales precisas que tendra un
aptamero, el experto en la materia sabe como identificar, preparar y usar dicha molécula en ausencia de una definicién
estructural precisa.

Los aptameros también son analogos a agentes terapéuticos de molécula pequefia en que un solo cambio estructural,
aunque parezca menor, puede afectar drasticamente (en varios 6rdenes de magnitud) a la union y/o a otra actividad (o
actividades) del aptamero. Por otra parte, algunos cambios estructurales tendran poco o ningun efecto en absoluto.
Esto es el resultado de la importancia de la estructura secundaria/terciaria de los aptameros. En otras palabras, un
aptamero es una estructura tridimensional sujeta en una conformacién fija que proporciona contactos quimicos para
unirse especificamente a su diana especifica. En consecuencia, (1) algunas areas o secuencias particulares son
esenciales como (a) puntos especificos de contacto con la diana, y/o como (b) secuencias que posicionen las
moléculas en contacto con la diana; (2) algunas areas o secuencias particulares tienen un intervalo de variabilidad, por
ejemplo, el nucle6tido X tiene que ser una pirimidina, o el nucledtido Y tiene que ser una purina, o los nucleétidos X e Y
tiene que ser complementarios; y (3) algunas areas o secuencias particulares pueden ser cualquier cosa, es decir, son
esencialmente elementos espaciadores, por ejemplo, pueden ser cualquier cadena de nucledtidos de una longitud
dada o incluso un espaciador no nucleotidico, tal como una molécula de PEG.

Descubiertos por un proceso de seleccion in vitro de grupos de oligonucleétidos de secuencia al azar, se han generado
aptameros para mas de 130 proteinas, incluyendo factores de crecimiento, factores de transcripcién, enzimas,
inmunoglobulinas, y receptores. Un aptamero tipico tiene un tamano de 10-15 kDa (20-45 nucleétidos), se une a su
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diana con afinidad nanomolar o sub-nanomolar, y discrimina entre dianas estrechamente relacionadas (por ejemplo,
los aptameros no se unirdn generalmente a otras proteinas de la misma familia de genes). Una serie de estudios
estructurales han demostrado que los aptameros son capaces de usar los mismos tipos de interacciones de unién (por
ejemplo, puentes de hidrégeno, complementariedades electrostaticas, contactos hidréfobos, exclusién estérica) que
dirigen la afinidad y especificidad en complejos anticuerpo-antigeno.

Los aptameros tienen un nimero de caracteristicas deseables para su uso como agentes terapéuticos y diagnoésticos
incluyendo elevada especificidad y afinidad, eficacia bioldgica, y excelentes propiedades farmacocinéticas. Ademas,
ofrecen ventajas competitivas especificas por encima de anticuerpos y otras proteinas biol6gicas, por ejemplo:

1) Velocidad y control. Los aptameros se producen enteramente en un proceso in vitro, permitiendo la generacién
rapida de lideres iniciales, incluyendo lideres terapéuticos. La seleccion in vitro permite controlar de manera estrecha
la especificidad y afinidad del aptamero y permite la generacion de lideres, incluyendo lideres contra dianas tanto
téxicas como no inmunogénicas.

2) Toxicidad e inmunogenicidad. Los aptameros como clase han demostrado una toxicidad terapéuticamente
aceptable y carecen de inmunogenicidad. Mientras que la eficacia de muchos anticuerpos monoclonales puede
limitarse fuertemente por la respuesta inmune a los propios anticuerpos, es extremadamente dificil suscitar
anticuerpos contra aptameros, lo méas probablemente debido a que los aptdmeros no pueden presentarse a linfocitos T
mediante el CMH y a que la respuesta inmune esta generalmente entrenada para no reconocer fragmentos de acidos
nucleicos.

3) Administracién. Mientras que la mayoria de los agentes terapéuticos de anticuerpos se administran mediante
infusion intravenosa (normalmente durante 2-4 horas), los aptameros pueden administrarse mediante inyeccion
subcutanea (la biodisponibilidad de los aptdmeros mediante administracion subcuténea es > 80 % en los estudios en
monos (Tucker et al., J. Chromatography B. 732: 203-212, 1999)). Esta diferencia se debe principalmente a la
solubilidad comparativamente baja y por tanto a los grandes volumenes necesarios para la mayor parte de los Acm
terapéuticos. Con buena solubilidad (>150 mg/ml) y un peso molecular comparativamente bajo (aptamero: 10-50 kDa;
anticuerpo: 150 kDa), una dosis semanal de aptamero puede administrarse mediante inyeccién en un volumen de
menos de 0,5 ml. Ademas, el pequefio tamafo de los aptameros les permite penetrar en zonas de constricciones
conformacionales que no permiten penetrar a los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo, lo que supone otra ventaja
mas de los agentes terapéuticos o profilacticos basados en aptameros.

4) Escalabilidad y coste. Los aptdmeros terapéuticos se sintetizan quimicamente y en consecuencia pueden escalarse
facilmente segun sea necesario para satisfacer la demanda de produccion. Mientras que las dificultades en el escalado
de la produccién limitan actualmente la disponibilidad de algunos agentes biolégicos, y el coste de capital de una
planta de produccién de proteinas a gran escala es enorme, un solo sintetizador de oligonucleétidos a gran escala
puede producir mas de 100 kg/afio y necesita una inversion inicial relativamente modesta. El coste actual de bienes
para la sintesis de aptdmeros a escala de kilogramo se estima en 500 $/g, comparable con el de anticuerpos
elevadamente optimizados. Se espera que las mejoras continuas en el desarrollo de procesos disminuyan el coste de
los bienes a < 100 $/g en cinco afnos.

5) Estabilidad. Los aptameros terapéuticos son quimicamente robustos. Estdn adaptados intrinsecamente para
recuperar la actividad después de la exposicion a factores, tales como calor y agentes desnaturalizantes y pueden
almacenarse durante periodos prolongados (> 1 afo) a temperatura ambiente como polvos liofilizados. Por el
contrario, los anticuerpos tienen que almacenarse refrigerados.

Sistema de complemento. El sistema de complemento comprende un conjunto de al menos 20-30 proteinas
plasmaticas y de membrana que actuan juntas en un sistema de cascada regulado para atacar a formas extracelulares
de patdgenos (por ejemplo, bacterias). El sistema de complemento incluye tres cascadas distintas de activacion
enzimatica, la ruta clasica, la de la lectina y la alternativa (Figura 1) que convergen en la activacién de C5 y dan como
resultado una ruta no enzimatica conocida como la ruta de ataque a membranas.

La primera cascada activada enzimaticamente, conocida como la ruta clasica, comprende varios componentes, C1,
C4, C2, C3 y C5 (listados por su orden en la via). La iniciacion de la ruta clasica del sistema de complemento sucede
después de la unién y activacion del primer componente de complemento (C1) por activadores tanto inmunes como no
inmunes. C1 comprende un complejo de componentes dependientes de calcio C1qg, C1ry C1s, y se activa mediante la
unién del componente C1g. C1q contiene seis subunidades idénticas, y cada subunidad comprende tres cadenas (las
cadenas A, B y C). Cada cadena tiene una region de cabeza globular que se conecta a una cola de tipo colageno. La
unién y activacién de C1q mediante complejos de antigeno-anticuerpo sucede a través de la region del grupo de
cabeza de C1g. Numerosos activadores de C1g que no son anticuerpos, incluyendo proteinas, lipidos y acidos
nucleicos, se unen y activan a C1qg a través de un sitio distinto en la region de la cola de tipo colageno. El
reconocimiento molecular de los activadores de complemento por C1q induce un cambio conformacional que estimula
la autoactivacion de la proenzima C1r, que a su vez cataliza la activacion proteolitica de C1s. Cs cataliza entonces la
activacion de los componentes C4 y C2 de complemento, formando el complejo C4bC2a que funciona como
convertasa de C3.
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La segunda cascada activada enzimaticamente, conocida como la ruta de la lectina, es similar a la primera, excepto en
que el complejo MBL/MASP-2 ocupa el lugar de C1. La enzima de unién a manano (MBL) reconoce directamente a los
polisacaridos que contienen manosa sobre las superficies de bacterias y es estructural y funcionalmente homoéloga al
componente C1qde C1. La uniéon de MBL al activador induce la activacion de la proteasa 2 asociada a MBL (MASP-2).
MASP-2, a su vez, cataliza la activacion de C4 y C2 de manera homéloga a la funciéon de C1s, lo que conduce a la
formacion de la convertasa C3.

La tercera cascada activada enzimaticamente, conocida como la ruta alternativa, es una ruta rapida, independiente de
anticuerpos, para la activacion y amplificacion del sistema de complemento. La ruta alternativa comprende varios
componentes, C3, Factor B, y Factor D (listados en el orden de la via). La activacion de la ruta alternativa sucede
cuando C3b, una forma de escisién proteolitica de C3, se une a un agente de superficie activador, tal como una
bacteria. El Factor B se une entonces a C3b, y se escinde mediante Factor D para producir la convertasa de C3,
C3bBb. La amplificacién de la actividad de convertasa de C3 sucede a medida que se produce y deposita C3b. La
respuesta de amplificacion recibe ayuda adicional de la unién del regulador positivo de proteinas properdina (P), que
estabiliza a la convertasa activa frente a la degradacién, aumentando su semivida de 1-2 minutos a 18 minutos.

Por lo tanto, las tres rutas producen convertasas C3 que separan al factor C3 en C3a y C3b. En este momento, ambas
convertasas C3 (clasica/lectina y alternativa) se ensamblan adicionalmente en convertasas C5 (C4b2a3b y C3b3bBb).
Después, estos complejos escinden el componente de complemento C5 en dos componentes: el polipéptido C5a (9
kDa) y el polipéptido C5b (170 kDa). El polipéptido C5a se une a un receptor acoplado a 7 proteinas G transmembrana,
que se asociaba originalmente con leucocitos y ahora se sabe que se expresa en varios tejidos, incluyendo hepatocitos
y neuronas. La molécula C5a es el componente quimiotactico principal del sistema de complemento humano y puede
activar varias respuestas biolégicas incluyendo la quimiotaxis de leucocitos, la contraccion de musculos lisos, la
activacion de vias de transduccion de sefales intracelulares, la adhesién endotelial de neutréfilos, la liberacion de
citocinas y mediadores lipidicos y la formacion de oxidantes.

El fragmento mayor de C5b se une secuencialmente a los componentes tardios de la cascada de complemento, C6,
C7, C8 y C9 para formar el complejo de ataque a membrana ("MAC") C5b-9. EI MAC C5b-9 puede lisar eritrocitos de
manera directa, y en mayores cantidades, es litico para leucocitos y dafna tejidos, tales como células musculares,
epiteliales y endoteliales. En cantidades subliticas, el MAC puede estimular la regulacion positiva de moléculas de
adhesién, el aumento intracelular de calcio y la liberacién de citocinas. Ademas, el MAC C5b-9 puede estimular
células, tales como células endoteliales y plaquetas, sin causar la lisis celular. Los efectos no liticos de C5a 'y del MAC
C5b-9 son en ocasiones bastante similares.

Aunque el sistema de complemento tiene un papel importante para el mantenimiento de la salud, tiene el potencial de
causar o contribuir a la enfermedad. Por ejemplo, se ha implicado al sistema de complemento con los efectos
secundarios relacionados con el injerto de revascularizacion quirdrgica arterial coronaria ("CABG"), numerosas
enfermedades y/o afecciones renales, reumatoldgicas, neurologicas, dermatolégicas, hematoldgicas,
vasculares/pulmonares, alérgicas, infecciosas y de biocompatibilidad/choque. El sistema de complemento no es
necesariamente la Unica causa del estado de enfermedad, pero puede ser uno de los varios factores que contribuyen
a la patogénesis.

Recientemente, los datos sugieren que el complemento también esta implicado en la enfermedad ocular. Por
consiguiente, podria ser beneficioso tener inhibidores novedosos del sistema de complemento para su uso como
agentes terapéuticos y diagnosticos en el tratamiento de trastornos oculares relacionados con el complemento.
Nozaki et al. (Drusen complement components C3a and C5a promote choroidal neovascularisation, PNAS (2006)
103(7): 2328-2333) describen pruebas de que fragmentos bioactivos de los componentes de complemento C3a y C5a
estan presentes en drusas de pacientes con AMD, y que C3a y C5a inducen la expresion de VEGF in vitro e in vivo.

Bora et al. (Role of complement and complement membrane attack complex in laser-induced choroidal
neovascularisation, The Journal of Immunology (2005) 174:491-497) describen la deposicion de C3 y del complejo de
ataque a membranas en el complejo neovascular en un modelo murino de CNV inducido por laser. Comunican que un
anticuerpo anti-C6 murino inhibié la formacion de MAC y dio como resultado la inhibicion de CNV.

El documento WO 2005/079363 describe el aptamero anti-C5 ARC1905.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracion que representa las rutas clésica y alternativa del sistema de complemento.

La Figura 2 es una representacion esquematica del proceso de seleccion de aptdmeros in vitro (SELEX™) a partir
de grupos de oligonucleétidos de secuencia al azar.

La Figura 3A es una ilustracion que representa la secuencia de nucleotidos y estructura de un aptamero anti-C5
(SEC ID N2: 1), en el que los restos subrayados son o bien restos 2'-H pirimidina o restos 2'-fluoro pirimidina, los
restos enmarcados son o bien restos 2'-fluoro pirimidina o restos 2'-OMe pirimidina, y los restos indicados mediante
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una flecha (—) representan restos que tienen que contener una modificacién 2'-fluoro.

La Figura 3D es una ilustracion que representa la secuencia de nucleétidos y estructura del aptamero anti-C5
ARC330 (SEC ID N°: 2), en los que los restos rodeados por un circulo son restos 2'-H, los restos de pirimidina estan
sustituidos con 2'-fluoro, y la mayoria de los restos de purina estan sustituidos por 2'OMe, excepto para los tres
restos de purina 2'OH mostrados en contorno.

La Figura 3C es una ilustracion que representa la secuencia de nucleétidos y estructura del aptamero anti-C5
ARC186 (SEC ID N®: 4) en el que todos los 21 restos de pirimidina tienen modificaciones 2'-fluoro y la mayoria de
las purinas (14 restos) tiene modificaciones 2'-OMe, excepto para los tres restos de purina 2'OH mostrados en
contorno.

La Figura 4 es una ilustracién de un PEG ramificado de 40 kDa (1,3-bis(mPEG-[20 kDA])-propil-2-(4'-butamida).

La Figura 5 es una ilustracion de un PEG ramificado de 40 kDa (1,3-bis(mPEG-[20 kDA])-propil-2-(4'-butamida)
unido al extremo 5' de un aptamero.

La Figura 6 es una ilustracion que representa varias estrategias para la sintesis de conjugados de PEG-acido
nucleico de elevado peso molecular.

La Figura 7A es una grafica que compara la inhibicién dependiente de la dosis de la hemdlisis mediante aptdmeros
anti-C5 PEGilados (ARC657 (SEC ID N%: 61), ARC658 (SEC ID N%: 62), y ARC187 (SEC ID N%: 5)), a un aptamero
anti-C5 no PEGilado (ARC186 (SEC ID N®: 4)); La Figura 7B es una tabla de los valores de Clso de los aptameros
usados en el ensayo de hemodlisis ilustrado en la Figura 7A; La Figura 7C es una gréafica que compara la inhibicion
dependiente de la dosis de la hemdlisis mediante aptadmeros anti-C5 PEGilados (ARC187 (SEC ID N¢: 5),
ARC1537 (SEC ID N2: 65), ARC1730 (SEC ID N2: 66), y ARC1905 (SEC ID N2 67); La Figura 7D es una tabla de
los valores de Clso de los aptameros usados en el ensayo de hemodlisis ilustrado en la Figura 7C;

La Figura 8 es una grafica del porcentaje de inhibicion de la hemdlisis por el aptamero anti-C5, ARC658 (SEC ID
N¢: 62), de complemento de suero de cinomolgo frente a complemento de suero humano.

La Figura 9 es una grafica que ilustra la unién de ARC186 (SEC ID N®: 4) a proteina C5 purificada tanto a 37 °C
como a temperatura ambiente (23 °C) después de una incubacion de 15 minutos.

La Figura 10 es otra grafica que ilustra la union de ARC186 (SEC ID N%: 4) a proteina C5 purificada tanto a 37 °C
como a temperatura ambiente (23 °C) después de una incubacion de 4 horas.

La Figura 11 es una grafica que muestra una cinética de disociacion de un complejo C5<.ARC186 a 23 °C.

La Figura 12 es una grafica que muestra una cinética de equilibrio en la formacién de un complejo C5-.ARC186 a 23
°C.

La Figura 13 es una grafica que representa la union de ARC186 (SEC ID N®: 4) a proteina C5 frente a componentes
proteicos aguas arriba y aguas abajo de la cascada de complemento.

La Figura 14 es una grafica que ilustra el porcentaje de ARC186 radiomarcado (SEC ID N®: 4) que se une a C5 en
presencia de competidor ARC186 no marcado (SEC ID N2: 4), ARC657 (SEC ID N%: 61), ARC658 (SEC ID N°: 62)
0 ARC187 (SEC ID N2: 5).

La Figura 15 es una gréafica que ilustra la cantidad de proteina de complemento C5b producida en muestras de
sangre incubadas durante 5 horas a 25 °C y 37 °C en presencia de concentraciones variantes del aptadmero
ARC186 (SEC ID N2: 4).

La Figura 16 es una gréfica que ilustra el porcentaje de inhibicién de complemento por ARC187 (SEC ID N2: 5) en
presencia de zimosano en suero humano no diluido, sangre completa humana citrada o suero de cinomolgo.

La Figura 17 es una gréafica que muestra que ARC658 (SEC ID N% 62) inhibe por completo la activaciéon de
complemento (C5a) en el modelo de bucle de tubo descrito en el Ejemplo 1D.

La Figura 18 es una gréafica que ilustra las constantes de disociacion para el ciclo 10 de los grupos de seleccion de
C5. Las constantes de disociacion (Kq) se estimaron ajustando los datos a la ecuacion: fraccion de ARN unido =
amplitud*Kq¢/(Kqg + [C5]). "ARC520" (SEC ID N: 70) se refiere al grupo de dRmY no seleccionado sin exposicion
previa y el "+" indica la presencia de competidor (ARNt 0,1 mg/ml, ADN de esperma de salmén 0,1 mg/ml).

La Figura 19 es una grafica que representa las curvas de constante de disociacion de clon de C5. Las constantes
de disociacion (Kq) se estimaron ajustando los datos a la ecuacion: fraccién de ARN unido = amplitud*Ky/(Kg +
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[CSD.

La Figura 20 es una grafica que representa una curva de Clsp que ilustra el efecto inhibidor sobre la actividad de
hemolisis de concentraciones variables del clon de aptamero anti-C5 ARC913 (SEC ID N°: 75) en comparacion con
ARC186 (SEC ID N2: 4).

La Figura 21 es una ilustracién que representa la estructura de ARC187 (SEC ID N®: 5).
La Figura 22 es una ilustracién que representa la estructura de ARC1905 (SEC ID N°: 67).
La Figura 23 es una tabla que indica el disefio experimental del primer estudio de corazén en perfusion aislado.

La Figura 24 es una grafica que compara los indicadores de presién para la presion intraventricular en el ventriculo
izquierdo (V1) de un corazon aislado expuesto a plasma humano (A) con los indicadores de la PVI de un corazoén
aislado expuesto a la solucién de aptamero de control (B).

La Figura 25 es una gréafica que compara los indicadores de presién para la presion intraventricular en el ventriculo
izquierdo (VI) de los corazones aislados expuestos al equivalente molar, 10x y 50x aptdmero/soluciones de C5
(donde se asume una concentracion de aproximadamente 500 nM para C5 en plasma humano normal sin diluir).

La Figura 26 es una gréafica que compara los cambios de la frecuencia cardiaca en latidos por minuto (lpm) en
corazones de ratdon aislados después de la exposicion a plasma humano y a varias soluciones de
plasma/aptamero.

La Figura 27 es una grafica que compara los cambios en el peso del corazén en corazones de ratén aislados antes
y después de la exposicion a plasma humano que contenia una relacién molar de 0 - 1 X de ARC186 (SEC ID N2
4) (corazones fallidos), o una relacién molar de 10 - 50 X (corazones protegidos por aptamero de C5).

La Figura 28 es una grafica que compara la produccion relativa de C5a en plasma humano, que contiene
concentraciones variables de aptamero, después de perfusién a través de corazones de raton aislados. Las
concentraciones relativas de C5a se representan en unidades de absorbancia (Abs), donde las lecturas mayores
reflejan la presencia de niveles mayores de Cba.

La Figura 29 es una grafica que compara la produccion relativa de C5b-9 soluble en plasma humano que contiene
concentraciones variables de aptamero, después de perfusion a través de corazones de ratén aislados.

La Figura 30 es una grafica que muestra el efecto de ARC186 (SEC ID N: 4) sobre la escisién de C3 en efluente de
corazén de raton.

La Figura 31 es una tabla que muestra los resultados de la tincion inmunohistoquimica para el estudio de corazén
de ratén perfundido aislado.

La Figura 32 es una tabla que muestra la proporcién de ARC658 (SEC ID N°: 62) necesaria, en suero humano o de
primate, para proteger al corazén del dafio mediado por C5b.

La Figura 33 es una grafica que muestra una representacion logaritmica-lineal del porcentaje restante de ARC186
de longitud completa en funcién del tiempo de incubacién en plasma tanto de rata como de macaco cinomolgo.

La Figura 34 es una tabla que muestra el disefio experimental del estudio farmacocinético llevado a cabo con ratas
Sprague-Dawley como se describe en el Ejemplo 5.

La Figura 35 es una tabla que muestra la concentracion media en plasma de ARC657 (SEC ID N°: 61), ARC658
(SEC ID N¢: 62) o ARC187 (SEC ID N: 5) frente al tiempo en ratas Sprague-Dawley.

La Figura 36 es una grafica que ilustra la concentracion media en plasma de ARC657 (SEC ID N2: 61), ARC658
(SEC ID N2: 63) y ARC187 (SEC ID N2: 5) a lo largo del tiempo después de administracion intravenosa de aptamero
en ratas.

La Figura 37 es una tabla que muestra el analisis no compartimental de los datos de la concentracién frente al
tiempo ilustrados en las Figuras 35y 36.

La Figura 38A es una tabla que muestra el disefio para el estudio farmacocinético de ARC187 (SEC ID N2 5) y
ARC1905 (SEC ID N¢: 67) en ratones; La Figura 38B es una grafica que representa el perfil farmacocinético de
ARC187 (SEC ID N2: 5) y ARC1905 (SEC ID N: 67) en ratones CD-1 después de una sola administracion de bolo
IV; La Figura 38C es una tabla que muestra el andlisis no compartimental de los datos de la concentracion frente al
tiempo ilustrados en la Figura 38B.
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La Figura 39 es una tabla que muestra la deteccion de los aptameros listados en tejido cardiaco de ratén después
de administracién intravenosa.

La Figura 40 es una tabla que muestra el disefio experimental del estudio animal 1, descrito en el Ejemplo 5E.

La Figura 41 es una tabla que muestra la concentraciéon en plasma de aptamero frente al tiempo después de
administracion intravenosa de bolo de aptdmero a macacos cinomolgo.

La Figura 42 es una tabla que lista los parametros farmacocinéticos para ARC657 (SEC ID N°: 61), ARC658 (SEC
ID N°: 63) y ARC187 (SEC ID N2: 5) administrados por via intravenosa a macacos cinomolgo en el estudio 1.

Las Figuras 43(a) y 43(c) son graficas que ilustran las concentraciones de sC5b-9 y C5a frente al tiempo después
de administracion intravenosa de los aptameros anti-C5 ARC657 (SEC ID N%: 61), ARC658 (SEC ID N°: 62), o
ARC187 (SEC ID N¢% 5) a macacos cinomolgo; Las Figuras 43(b) y 43(d) son graficas que ilustran las
concentraciones en plasma de sC5b-9 y C5 frente a la concentracion de los aptameros anti-C5 ARC657 (SEC ID
N2 61), ARC658 (SEC ID N2: 62), o ARC187 (SEC ID Ne: 5).

La Figura 44 es una tabla que muestra el disefio experimental del estudio 2, descrito en el Ejemplo 5F.

La Figura 45 es una gréafica que muestra la concentracién media de aptamero en plasma en varios instantes
después de la administracion intravenosa de ARC658 (SEC ID N¢: 62), o ARC187 (SEC ID N2 5) a macacos
cinomolgo.

La Figura 46 es una tabla que muestra los dos andlisis compartimentales de la concentracién frente al tiempo
después de administracion de aptamero mediante bolo intravenoso a macacos cinomolgo.

La Figura 47 es una gréfica que ilustra la concentracién de C5b-9 frente a la concentracién de ARC187 (SEC ID N¢:
5) o ARC658 (SEC ID N®: 62) en presencia de zimosano en plasma de cinomolgo.

La Figura 48 es una grafica que ilustra la concentracién de C5a frente a la concentracién de ARC187 (SEC ID N2: 5)
o0 ARC658 (SEC ID N2: 62) en presencia de zimosano en plasma de cinomolgo.

La Figura 49 es una tabla que resume el estudio de FC-FD de ARC187 (SEC ID N®: 5) durante y después de bolo IV
mas administracién por infusién a macacos cinomolgo.

La Figura 50 es una tabla que resume los parametros farmacocinéticos para ARC197 (SEC ID N2: 5) en macacos
cinomolgo después de administracion de bolo V.

La Figura 51 es una grafica que ilustra los perfiles farmacocinéticos calculados y medidos reales de ARC187 (SEC
ID N€: 5) durante y después de bolo IV mas administracion por infusion a macacos cinomolgo.

La Figura 52 es una grafica que muestra que los niveles en plasma de ARC187 activo (SEC ID N®: 5) permanecen
constantes durante y después de bolo IV mas administracion por infusion a macacos cinomolgo.

La Figura 53 es una tabla que muestra las necesidades de dosificacién previstas en humanos para aptameros
anti-C5 en cirugia CABG.

La Figura 54 es una grafica que ilustra que ARC187 (SEC ID N¢: 5) no tiene relativamente efecto sobre la
coagulacién segun se mide por el tiempo de protrombina (PT) y el tiempo de tromboplastina parcial activada
(APTT).

La Figura 55 es una tabla que resume los efectos in vifro de ARC187 (SEC ID N 5) sobre la actividad
anticoagulante de heparina, y la actividad procoagulante de protamina.

La Figura 56 es una grafica que muestra que ARC187 (SEC ID N¢: 5) no efectla la inversion de la anticoagulacion
de la heparina in vivo.

La Figura 57 es una grafica que muestra que la heparina y la protamina no tienen efecto sobre la funcién
anticomplemento de ARC187 (SEC ID N®: 5), medido por la inhibicion de la activacion de complemento de
zimosano.

La Figura 58 es una grafica que ilustra el porcentaje de inhibicién de hemdlisis de eritrocitos de oveja en presencia
de suero humano en funcién de la concentracién de los aptameros anti-C5 ARC1905 (SEC ID N¢: 67) o ARC672
(SEC ID N2: 63).
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La Figura 59A es una grafica que ilustra la inhibicién porcentual de hemdlisis en presencia de suero humano, de
mono cinomolgo y de rata por ARC1905 (SEC ID N2 67); La Figura 59B es una tabla que resume los valores
medios de Clsg para la inhibicion de la activaciéon de complemento en suero humano, de mono cinomolgo y de rata
por ARC1905, un aptamero anti-C5 o ARC 127, un aptamero irrelevante que no se une a C5 (control negativo).

La Figura 60 es una grafica que ilustra el valor de Clsp para la inhibicion de ARC186 radiomarcado (SEC ID N¢: 4)
(eje vertical) en funcion de la concentracion del competidor no marcado ARC1905 (SEC ID N2: 67) o ARC672 (SEC
ID N°: 63) (eje horizontal), en un ensayo de competiciéon de unién.

La Figura 61 es una grafica que ilustra el valor de Clso para la inhibicion de ARC186 radiomarcado (SEC ID N¢: 4)
(eje vertical) en funcion de la concentraciéon del competidor no marcado ARC1905 (SEC ID N%: 67) (eje horizontal)
a 37 °C y 25 °C en un ensayo de competicién de unién.

La Figura 62 es una grafica que ilustra curvas patron para C5a humano (hC5a) y C5a de mono cinomolgo (hC5a
eq.).

La Figura 63 es una tabla que resume los valores de Clsp, Clg y Clgg para la inhibicién de la activacion de C5 en
suero humano y de mono cinomolgo por ARC1905 (SEC ID N% 67), medido en el ensayo de activaciéon de
complemento inducida por zimosano.

La Figura 64 es una gréafica que ilustra la inhibicién porcentual de generacién de C5a en funcion de la concentracion
de ARC1905 (SEC ID N¢: 67) en sueros de humano y de mono cinomolgo medido en un ensayo de activacion de
complemento inducido por zimosano.

La Figura 65 es una grafica que ilustra el efecto de ARC1905 (SEC ID N®: 67) en la generacion de C3a en suero de
humano o de mono cinomolgo, medido en el ensayo de activacion de complemento inducida por zimosano.

La Figura 66 es una tabla que resume los valores medios de Clsg, Clgo y Clgg para la inhibicién de la activacion del
complemento por ARC1905 (SEC ID N°: 67) en suero humano de 5 donantes, medido en un modelo de activacion
de complemento de bucle de tubo.

La Figura 67 es una gréafica que ilustra la inhibicion porcentual de la generacion de C5a y C3a en funcién de la
concentracién de ARC1905, un aptamero anti-C5, o ARC 127, un aptamero irrelevante que no se une a C5 (control
negativo) en un modelo de activacion de complemento de bucle de tubo.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un aptamero pegilado para su uso en un método para tratar, estabilizar y/o prevenir
la degeneraciéon macular relacionada con la edad (AMD) de tipo exudativo de acuerdo con la reivindicacién 1.

En realizaciones de la invencion, el aptamero anti-complemento modula una funcién de un componente de
complemento o una variante del mismo. En realizaciones particularmente preferidas, un aptdmero anti-complemento
inhibe o disminuye una funcién del componente de complemento o una variante del mismo, preferentemente in vivo,
preferentemente en un vertebrado, preferentemente un mamifero, mas preferentemente, en seres humanos in vivo. En
algunas realizaciones de la invencién, donde C5 es la diana de complemento, la funcién modulada, preferentemente
inhibida, por el aptamero es la escisién de la proteina de complemento. En algunas realizaciones de la invencion, por
ejemplo en los casos donde C2b, C5b, C6, C7, C8, C9, Factor B y/o properdina es la diana de complemento, la funcién
modulada, preferentemente inhibida, por el aptamero es el ensamblaje del agregado de componente de complemento
activo, tal como una convertasa o el complejo de ataque a membranas.

En una realizacién, el método para estabilizar, tratar y/o prevenir comprende la etapa de administrar el aptamero
anti-C5 a un sujeto que lo necesite en una cantidad suficiente para estabilizar, tratar y/o prevenir la AMD de tipo
exudativo.

En algunas realizaciones, el método para estabilizar, tratar y/o prevenir comprende la etapa de administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz del aptamero anti-complemento a un sujeto que lo necesite. La cantidad
terapéuticamente eficaz del aptamero anti-complemento es una cantidad suficiente para estabilizar, tratar y/o prevenir
la AMD de tipo exudativo.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para estabilizar la AMD de tipo exudativo o la retinopatia
diabética, que comprende administrar el aptamero anti-complemento a un sujeto que lo necesite en una cantidad
suficiente para estabilizar la AMD de tipo exudativo. En algunas realizaciones, el aptamero anti-complemento se
administra en una cantidad suficiente para mantener al menos el mismo nivel de agudeza visual del sujeto en
comparacién con el nivel de agudeza visual del sujeto tres la administracién del aptamero anti-complemento. En
algunas realizaciones, el aptamero anti-complemento se administra en una cantidad suficiente para mantener
aproximadamente el mismo nivel de densidad vascular de la retina del sujeto como aquella del sujeto tras la
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administracion del aptamero. En algunas realizaciones, el aptamero anti-complemento se administra en una cantidad
suficiente para estabilizar o mantener el nivel de neovascularizacién asociado al sangrado, acumulacién de fluidos,
desprendimiento de retina y/o cicatrizacién en el sujeto en relaciéon al nivel del sujeto de sangrado asociado a
neovascularizacién, acumulacion de fluidos, desprendimiento de retina y/o cicatrizacion tras la administracion del
aptamero anti-complemento.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para tratar la AMD de tipo exudativo que comprende administrar
el aptamero anti-complemento a un sujeto que lo necesite en una cantidad suficiente para reducir un sintoma de la
AMD de tipo exudativo. En algunas realizaciones, el aptdmero anti-complemento se administra en una cantidad
suficiente para mejorar el nivel de agudeza visual en el sujeto en relacion al nivel agudeza visual del sujeto tras la
administracion del aptamero anti-complemento. En algunas realizaciones, el aptamero anti-complemento se
administra en una cantidad suficiente para reducir el nivel de densidad de vasos retinianos en el sujeto en relacion al
nivel de densidad de vasos retinianos tras la administracién del aptamero anti-complemento. En algunas realizaciones,
el aptamero anti-complemento se administra en una cantidad suficiente para reducir el nivel de sangrado asociado a la
neovascularizacién, acumulacion de fluidos, desprendimiento de retina y/o cicatrizacion en el sujeto en relacién al nivel
del sujeto de sangrado asociado a neovascularizacién, acumulacion de fluidos, desprendimiento de retina y/o
cicatrizacion tras la administracion del aptdmero anti-complemento.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para prevenir la AMD de tipo exudativo en un sujeto,
comprendiendo el método la etapa de administrar el aptamero anti-complemento al sujeto en una cantidad suficiente
para prevenir un sintoma clinico de la AMD de tipo exudativo. En algunas realizaciones, el aptamero anti-complemento
se administra en una cantidad suficiente para prevenir la pérdida clinica de agudeza visual en el sujeto. En algunas
realizaciones, el aptamero anti-complemento se administra en una cantidad suficiente para prevenir un nivel de
densidad de vasos retinianos en el sujeto correlativos con la enfermedad neovascular ocular clinica. En algunas
realizaciones, el sujeto estd en riesgo de desarrollar AMD de tipo exudativo. En algunas realizaciones, el método
comprende ademas identificar a un sujeto en riesgo de desarrollar AMD de tipo exudativo antes de la administracién
del aptamero anti-complemento. En algunas realizaciones, la etapa de identificacién comprende detectar la presencia
de drusas y/o cambios en la pigmentacion retiniana en el sujeto y no detectar pérdida clinica de agudeza visual. En
algunas realizaciones, la etapa de identificacién comprende detectar una variacion en el factor H de complemento del
sujeto en relacion al factor H de tipo silvestre. La secuencia de aminoacidos de factor H de tipo silvestre se comunica
en Ripoche et al (1988) The complete amino acid sequence of human complement factor H. Biochem. J. 249, 593-602.
En algunas realizaciones, la via de administracion del aptdmero anti-complemento es administracion ocular o
periocular.

En algunas realizaciones de los métodos anteriormente descritos, el método comprende adicionalmente la etapa de
administrar al sujeto un agente anti-VEGF, en particular, un agente anti-VEGF seleccionado del grupo que consiste en:
una molécula de &cido nucleico, un aptamero, una molécula antisentido, una molécula de ARNi, una proteina, un
péptido, un péptido ciclico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un azdcar, un polimero, y una molécula pequeia.

En algunas realizaciones de los métodos anteriormente descritos, el método comprende adicionalmente la etapa de
administrar al sujeto un agente anti-PDGF, en particular, un agente anti-PDGF seleccionado del grupo que consiste en:
una molécula de &cido nucleico, un aptamero, una molécula antisentido, una molécula de ARNi, una proteina, un
péptido, un péptido ciclico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un azdcar, un polimero, y una molécula pequena.

[En algunas realizaciones de los métodos anteriormente descritos, el método comprende adicionalmente administrar
un agente antivascular al sujeto. En algunas realizaciones, el agente anti-vascular es un derivado de porfirina. En
algunas realizaciones el derivado de porfirina es verteporfina para inyeccion (Visudyne®, Novartis Pharmaceuticals
Corporation, East Hanover, NJ). En algunas realizaciones, el método comprende ademas la etapa de activar el
derivado de porfirina con luz laser.

En realizaciones de la invencion, el aptamero anti-C5 es ARC1905 (SEC ID N%: 67).

En algunas realizaciones de los métodos anteriormente descritos, el aptamero anti-C5 se administra mediante
administracién ocular, en particular mediante administracion intravitrea. En algunas realizaciones de los métodos
anteriormente descritos, el agente anti-VEGF, el agente anti-PDGF y/o el agente antivascular se administra mediante
administracion ocular. En algunas realizaciones de los métodos anteriormente descritos, el agente anti-C5, el agente
anti-VEGF, el agente anti-PDGF y/o el agente antivascular administrado es un profarmaco. En algunas realizaciones
de los métodos anteriormente descritos, el sujeto es un ser humano.

El aptdamero anti-complemento inhibe una diana de complemento seleccionada entre C5, C5b. En algunas
realizaciones, el aptamero anti-complemento no es un aptamero con afinidad y elevada especificidad para una diana
de complemento seleccionada de: C3a, receptor de C3a, C5a, y receptor de C5a. En algunas realizaciones, el
aptamero anti-complemento no es un aptamero con afinidad y elevada especificidad para una diana de complemento
seleccionada del grupo que consiste en: factor B y factor D.
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En algunas realizaciones de los métodos anteriormente descritos, el aptdmero anti-complemento se administra a un
sujeto mediante administracion ocular, particularmente, mediante administracién intravitrea o peri-ocular. En algunas
realizaciones, el aptamero anti-complemento a administrar a un sujeto esta comprendido en una formulaciéon de
depésito.

La expresiodn "tras la administracion de aptamero anti-complemento” tal como se usa en el presente documento incluye
el tiempo en el que el sintoma en cuestion se midié o determind clinicamente donde la medida o determinacién fue a un
tiempo en el intervalo en el intervalo desde antes de la administracion de aptamero anti-complemento hasta e
incluyendo la medida justo después de la administracion de aptamero, por ejemplo, hasta 12 horas después, 24 horas
después, 0 48 horas después de la administracion.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicién farmacéutica ocular que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un aptamero anti-complemento, por ejemplo, una cantidad suficiente para estabilizar,
tratar y/o prevenir un trastorno ocular mediado por complemento. La composicion farmacéutica de la invencién puede
comprender un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En este aspecto, la invencién proporciona una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un aptamero que inhibe una
funcioén diana de complemento ocular in vivo, particularmente en un sujeto humano, o una sal del mismo y un vehiculo
o diluyente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica ocular comprende
una formulacién en deposito.

En una realizacion, el aptamero anti-complemento para su uso en los métodos anteriores es un aptamero que inhibe a
C5 in vivo, preferentemente C5 humana.

El aptamero, ARC1905 (SEC ID N?: 67), tiene la estructura expuesta a continuacion:

? o
‘ Q. s

OGN TN ,
mPEG de 20 kDa— H -@ ©5 Aptamero 3

mPEG de 20 kDa—

donde el Aptamero = fCmGfCfCGFCmGmGfIJfCHIICmMAMGmMGICGICIImMGmMAmMGHJICIImGmMAmMGIUfIJfIJAICS
Cfdm- GFCmG-3T (SEC ID N¢: 4)

en el que fC y AJ = nucle6tidos 2'-fluoro, y mG y mA = nucle6tidos 2'-OMe y los nucleétidos restantes son 2'-OH y
donde 3T indica una desoxitimidina invertida.

En una realizacion, se proporciona una composicion farmacéutica ocular que comprende una cantidad de ARC1905
(SEC ID N2: 67) 0 una sal del mismo efectiva para tratar, estabilizar y/o prevenir AMD de tipo exudativo en un sujeto. La
composiciéon farmacéutica de la invencion puede comprender un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.
En este aspecto, la invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del aptdmero que inhibe la escision de la proteina de complemento C5 in vivo o una sal del
mismo y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En este aspecto, se proporciona una composicion
farmacéutica de ARC1905 (SEC ID N®: 67) para su uso en el tratamiento, estabilizacion y/o prevencion de AMD de tipo
exudativo in vivo. Asimismo, en este aspecto de la invencion, se proporciona ARC1905 (SEC ID N°: 67) para el uso en
la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento, estabilizacion y/o prevencion de AMD de tipo
exudativo en un sujeto.

En algunas realizaciones, el método de la invencion incluye administrar la composicion farmacéutica que comprende
ARC1905 (SEC ID N2: 67) para lograr una concentracién en plasma de aptamero que sea de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 10 veces aquella de proteina de complemento C5 enddégena. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas de aptamero ARC1905 (SEC ID N: 67) se administran para lograr una concentracion en
plasma de aptamero que es de aproximadamente 0,75 a aproximadamente 5 veces, de aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 3 veces, y de 1,5 a aproximadamente 2 veces la de proteina de complemento C5 enddgena
mientras que en otras realizaciones la composicién de aptamero se administra para lograr una concentracion
equivalente a aquella de la proteina de complemento enddégena. En algunas realizaciones, la composicién
farmacéutica que comprende ARC1905 (SEC ID N 67) se administra para lograr una concentracion de aptamero en
plasma de aproximadamente 5 pyM, aproximadamente 4 yM, aproximadamente 3 yM, aproximadamente 2 pM,
aproximadamente 1,5 uyM, aproximadamente 1 uM de aproximadamente 500 nM.

Puede usarse cualquier combinacion de via, duracion, y velocidad de administracién que sea suficiente para lograr las
concentraciones en plasma de aptamero de la invencion. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica se
administra por via intravenosa. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra como un bolo y/o
a través de infusion continua.
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En realizaciones preferidas, el aptdmero modula una funcién de una proteina de complemento C5 o una variante de la
misma. En realizaciones particularmente preferidas, el aptdmero inhibe una funcién de proteina de complemento C5 o
una variante de la misma, preferentemente in vivo, mas preferentemente, en seres humanos in vivo. En una realizacion
de este aspecto de la invencion, la funcién modulada, preferentemente inhibida, por el aptamero es escisién de
proteina de complemento C5.

La divulgacién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
aptamero que bloquea la escisién de proteina de complemento C5 in vivo o una sal de la misma y un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada de la invencion

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencién se exponen en la descripcion adjunta a continuacién. Aunque
se pueden usar cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento
para llevar a la practica o en el ensayo de la presente invencién, se describen ahora los métodos y materiales
preferidos. Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la descripcion. En la
memoria descriptiva, las formas de singular también incluyen el plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento
tienen el mismo significado que el normalmente entendido por un experto habitual en la materia a la cual pertenece
esta invencion. En caso de conflicto, gobernara la presente memoria descriptiva.

Agentes anti-C5 y trastornos oculares

Datos recientes sugieren que la degeneracion macular asociada a la edad (AMD) es también una enfermedad
mediada por la inflamacién en la que la activacion de complemento juega un papel. La degeneracion macular asociada
a la edad ("AMD") es una enfermedad ocular crénica y progresiva y es la causa principal de pérdida de la visién
irreparable en los Estados Unidos, Europa, y Japén. La AMD esta caracterizada por el deterioro progresivo de la
porcidn central de la retina citada como la macula. El indicador mas claro de la progresién a AMD es la aparicion de
drusas, depositos blancos-amarillos bajo la retina, que son placas de material que se derivan de los productos de
desecho metabdlicos de células retinianas. La aparicién de una drusa es un componente importante de las dos formas
de AMD: exudativa ("humeda") y no exudativa ("seca"). La AMD himeda sucede cuando nuevos vasos sanguineos
que crecen justo por debajo de la retina invaden las capas retinianas a través de una membrana conocida como
membrana de Bruch. Este crecimiento anormal de crecimiento de vasos sanguineos se cita generalmente como
angiogénesis 0 neovascularizacion (coroidal). Estos nuevos vasos tienden a ser fragiles y a menudo sangran y filtran
fluido a la mé&cula, que a menudo da como resultado una disrupcion a menudo severa de la vision. Aunque
tratamientos nuevos (por ejemplo, Lucentis™) pueden detener la angiogénesis e invertir la acumulacion de fluido, e
incluso restablecer la vision en una minoria de pacientes, la lesion neovascular conduce con frecuencia a una
cicatrizacion y/o dafio a las células retinianas causando una pérdida permanente de la vision. La AMD himeda esta
generalmente precedida por el desarrollo de drusas que se acumulan y que contienen proteinas de complemento,
incluyendo factor H de complemento (CHF). La presencia de numerosas drusas de intermedias a grandes se asocia
con el mayor riesgo de progresién a enfermedad en estado tardio, caracterizado por atrofia geogréafica y/o
neovascularizacién. La mayoria de pacientes con AMD humeda experimentan pérdida grave de la visién en el ojo
afectado entre meses a afios después del diagnéstico de la enfermedad, aunque la pérdida de la vision puede suceder
en horas o dias. La AMD seca es mas gradual y sucede cuando las células sensibles a la luz en la macula se atrofian
lentamente, de manera gradual enturbiando la vision central en el ojo afectado. La pérdida de vision se agrava por la
formacion y acumulacion de drusas y a veces el deterioro de la retina, aunque sin crecimiento anormal de vasos
sanguineos y sangrado.

Hay componentes de complemento y otros mediadores de la inflamacion en drusas y células inflamatorias que se
observan en las lesiones que causan la pérdida de visién relacionada con la AMD (Haines et al., (2005) Science 308:
419-421). La AMD estéa fuertemente relacionada con un defecto genético en la via de regulacion de complemento
(Haines et al., 2005). Una variante en un gen que codifica el factor H de complemento (CFH) parece contribuir al riesgo
aumentado de AMD en gran medida o por completo mediante su impacto en el desarrollo de drusas, un precursor de la
neovascularizacion y pérdida de visién asociada con AMD (Edwards et al., (2005) Science 308:421-424). La funcién
principal de CHF es regular negativamente la actividad de la cascada alternativa de convertasas uniéndose a e
inactivando C3b o estimulando la disociacion de factor Bb desde C3b. (Hageman et al. (2005) PNAS
102(2):7227-7232). Los datos genéticos recientes sugieren que una persona con drusas de tipo AMD hdmedo tiene
una posibilidad del 50 % - 70 % de portar el alelo de CFH que da como resultado una correlaciéon extremadamente
predictiva y fuerte entre la intervencién de complemento y el tratamiento de AMD (Klein et al., (2005) Science 308:
385-389). Un aptamero anti-C5 que bloque a su activacion, lo hara incluso si el paciente porta el gen de CFH
defectuoso asociado con la AMD. Del mismo modo, los aptameros que inhiben la actividad de dianas de cascada
alternativas, tales como factor B, factor D, y properdina, componentes comunes de cascada, en particular C3, y
componentes del complejo de ataque a membranas, inhibiran la actividad incluso si el paciente porta el gen de CFH
defectuoso asociado con la AMD. Se ha determinado que varios haplotipos del gen de factor H (CFH) de complemento
estan asociados con el riesgo de una persona para desarrollar degeneracién macular (AMD). En particular, un cambio
de tirosina-histidina en el aminoacido 402 en el factor H de complemento (CFH) en el cromosoma 1 da como resultado
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la formacioén de una variante genética de CFH que esta fuertemente asociada con la susceptibilidad a la enfermedad.
El cambio de secuencia esta en una regién de CFH que se une a heparina y a proteina C reactiva. La gente cuya
configuracién genética incluye esta variante del gen de CFH tiene mayores posibilidades de desarrollar AMD. La
variante del gen de CFH puede ser responsable de aproximadamente la mitad de los 15 millones de casos de
degeneracion macular en los Estados Unidos. Las posibilidades de desarrollar degeneracién macular estan
aumentadas en aproximadamente 2,5 a 5,5 veces si se tiene la variante genética de CFH.

El gen de CFH estéa involucrado en la regulaciéon de las vias inflamatorias (ruta de complemento alternativa). Esto
implica que la inflamacion también juega un papel importante en el desarrollo de la degeneraciéon macular. Los niveles
en sangre de un marcador inflamatorio de proteina C reactiva (CRP) se han encontrado también elevados en la
degeneracion macular. (Science. 15 de abril de 2005; 308(5720):419-21, Science. 15 de abril de 2005; 308
(5720):421-4, Science. 15 de abril de 2005; 308 (5720):385-9). Basandose en su localizacién en la regiéon de unién a
heparina y CRP del factor H, la variante Y402H puede interrumpir el reclutamiento mediado por proteoglicano y CRP
de factor H a la superficie de células hospedadoras, lo que evita la capacidad del factor H para regular negativamente
el C3b depositado en estas células. De manera descontrolada, la amplificacién de la ruta de complemento en el tejido
hospedador causa inflamacion en la retina y en los vasos sanguineos circundantes debido a la liberacion no controlada
de C5a y C5b-9. CFH evita la activacion incontrolada del complemento y la inflamacién; por lo tanto, una mutacion en
CFH aumentara la inflamacién y sus consecuencias. Reduciendo la activacion excesiva del complemento (via
inflamatoria) que sucede en la degeneracion macular, se puede ser capaz de frenar el progreso de la enfermedad.
Adicionalmente, detectar la variante del gen puede algun dia usarse en combinacién con tecnologias de formacién de
imagenes para identificar individuos con elevado riesgo de desarrollar AMD avanzada de lo que es actualmente
posible. (JAMA. 20 de abril de 2005; 293(15):18410)

Los tejidos y fluidos oculares normalmente contienen muchos componentes de complemento, tales como Factor B 'y
C2, C4, C3, C5, C6, y C7 en el tejido uveal (Brawman-Mintzer O, Invest Ophthalmol Vis Sci. Oct 1989; 30(10):2240).
C1, C4, C3 y C5 en el humor acuoso (Mondino BJ, Arch Ophthalmol. Mar 1983; 101(3):465-8), y C1, C4, C2, C3, C5,
C6y C7 enla cérnea (Mondino BJ, Arch Ophthalmol. Ago 1981; 99(8):1430-3). Estos componentes de complemento y
proteinas reguladoras de complemento asociadas se consideran importantes para la vigilancia inmunitaria normal en
los tejidos oculares.

Por consiguiente, la presente invencidén proporciona aptameros anti-C5 para el tratamiento de AMD exudativa. En
algunas realizaciones, se usa un aptamero anti-C5 de la invencién solo, mientras que en otras realizaciones se usa en
combinacion con un agente anti-VEGF y/o anti-PDGF.

Las realizaciones de la invencion proporcionan aptameros anti-complemento para el tratamiento, estabilizacion y/o
prevencién de la AMD de tipo exudativo. Los aptameros anti-complemento pueden generarse mediante el método
SELEX™. En realizaciones particulares, la invencién comprende administrar un aptamero anti-C5 a un sujeto en un
método para reducir, estabilizar y/o prevenir al menos un sintoma de AMD exudativa.

Aptameros especificos de C5

Los aptameros especificos de C5 para su uso en el tratamiento, estabilizacion, prevencién y/o reduccién de los
sintomas de trastornos oculares mediados por complemento pueden generarse mediante el método SELEX™. En
realizaciones particulares, la invencién comprende administrar un agente de aptamero anti-C5 a un sujeto en un
método para reducir, estabilizar y/o prevenir al menos un sintoma de AMD exudativa.

Los aptameros son moléculas de acido nucleico que tienen afinidad de union especifica para moléculas mediante
interacciones diferentes del emparejamiento de bases clasico de Watson-Crick.

Los aptameros, al igual que los péptidos generados mediante presentacion de fagos o los anticuerpos monoclonales
("Acm"), son capaces de unirse especificamente a dianas seleccionadas y de modular la actividad de la diana, por
ejemplo, mediante la union de aptameros puede bloquearse la capacidad de funcionar de su diana. Creados mediante
un proceso de seleccion in vitro a partir de grupos de oligonucleétidos de secuencia al azar, se ha generado aptdmeros
para mas de 100 proteinas, incluyendo factores de crecimiento, factores de transcripcion, enzimas, inmunoglobulinas,
y receptores. Un aptdmero tipico tiene un tamafo de 10-15 kDa (30-45 nucleétidos), se une a su diana con afinidad
sub-nanomolar, y discrimina frente a dianas estrechamente relacionadas (por ejemplo, los aptameros no se uniran
generalmente a otras proteinas de la misma familia de genes). Una serie de estudios estructurales han demostrado
que los aptameros son capaces de usar los mismos tipos de interacciones de unién (por ejemplo, puentes de
hidrogeno, complementariedades electrostaticas, contactos hidréfobos, exclusion estérica) que dirigen la afinidad y
especificidad en complejos anticuerpo-antigeno.

Los aptameros tienen un nimero de caracteristicas deseables para su uso como agentes terapéuticos y diagnésticos
incluyendo alta especificidad y afinidad, eficacia bioldgica, y excelentes propiedades farmacocinéticas.
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El método SELEX™

El método preferido para generar un aptamero, ilustrado de manera general en la Figura 2, es con un proceso titulado
"Evolucion Sistematica de Ligandos Mediante Enriquecimiento Exponencial" ("SELEX™" por sus siglas en inglés
"Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment"). El proceso SELEX™, un método para la evolucion in
vitro de moléculas de &cido nucleico con unién elevadamente especifica para moléculas diana, se describe en, por
ejemplo, la patente de los Estados Unidos N® 5.475.096 titulada "Nucleic Acid Ligands", y la patente de los Estados
Unidos N° 5.270.163 (véase también el documento WO 91/19813) titulado "Nucleic Acid Ligands". Efectuando ciclos
iterativos de seleccion y amplificacion, SELEX™ puede usarse para obtener aptameros, también citados en el
presente documento como "ligandos de acido nucleico" con cualquier nivel deseado de afinidad de unién a la diana.

El proceso SELEX™ se basa en la revelacion Unica de que los acidos nucleicos tienen suficiente capacidad para
formar varias estructuras en dos y tres dimensiones y suficiente versatilidad quimica disponible entre sus monémeros
para actuar como ligandos (es decir, forman pares de union especificos) con virtualmente cualquier compuesto
quimico, ya sea monomérico o polimérico. También pueden servir como diana moléculas de cualquier tamafio o
composicion.

El proceso SELEX™ se basa en la capacidad para unirse a una diana. Los aptdmeros obtenidos mediante el
procedimiento SELEX™ tendran por tanto la propiedad de unién a la diana. Sin embargo, SELEX™ por si mismo no
selecciona otras propiedades del aptamero o diana y no se puede esperar de manera razonable que un aptamero
derivado mediante SELEX™ tenga cualquier propiedad distinta de la unién a la diana deseada, aunque puede
esperarse que los aptameros obtenidos tengan otras propiedades. Por tanto, aunque pueda esperarse que un
aptamero tenga un efecto particular sobre la diana, mas alla de unirse a la diana, un aptamero dado puede no tener
efectos, o puede tener varios efectos. Por ejemplo, cuando la diana es una proteina que interactida con multiples
receptores de la superficie celular, un aptdmero puede actuar ya sea para bloquear o para potenciar la unién entre la
proteina y uno o mas de dichos receptores, o puede no tener efecto en cualquiera de las interacciones. En otro
ejemplo, la diana puede ser una especie catalitica, y un aptamero puede bloquear o potenciar la efectividad de la
funcion catalitica o puede no tener efecto sobre la funcidn catalitica. Sin embargo, antes de probar en un ensayo
adecuado, el experto de en la técnica es incapaz de predecir qué propiedad, en caso de haberlas, tendra de hecho un
aptamero. De hecho, solo la unién a la diana no proporciona informacién sobre el efecto funcional, en caso de haberlo,
que puede ejercerse sobre la diana mediante la unién del aptamero.

La alternacién de una propiedad de la molécula diana necesita que el aptamero se una a una determinada localizacion
sobre la diana para efectuar un cambio en una propiedad de la diana. En teoria, SELEX™ puede dar como resultado la
identificacion de un gran numero de aptameros, en los que cada aptamero se une a un sitio diferente sobre la diana. En
la préactica, las interacciones de unién aptamero-diana a menudo suceden en uno o un numero relativamente pequefio
de sitios de union preferidos sobre la diana que proporcionan interfaces estructurales estables y accesibles para la
interaccion. Ademas, cuando se efectia SELEX™ sobre una molécula diana fisiologica, el experto habitual no es
generalmente capaz de controlar la localizacion del aptdmero a la diana. Por consiguiente, la localizacion del sitio de
unién del aptamero sobre la diana puede ser o no en, o cerca de, uno de varios sitios de unién potenciales que pueden
conducir al efecto deseado, o puede no tener efecto sobre la molécula diana.

Incluso donde el aptamero, a causa de su capacidad de unirse a la diana, se ve que tiene un efecto, no hay modo de
predecir la existencia de ese efecto o de saber por adelantado cual serd ese efecto. Al efectuar un experimento
SELEX™, el experto habitual solo podra saber con cualquier certeza que los aptameros, hasta el alcance que sea
posible obtener un aptamero contra una diana, tendra la propiedad de unirse a la diana. Se puede efectuar un
experimento de SELEX™ con la esperanza de que alguno de los aptameros identificados también tenga un efecto
sobre la diana mas alla de unirse a ella, pero esto es incierto.

El método SELEX™ se basa en un punto de partida sobre una biblioteca o grupo de oligonucleétidos monocatenarios
que comprenden secuencias aleatorizadas. Los oligonucleétidos pueden ser ADN modificado o no modificado, ARN, o
hibridos de ADN/ARN. En algunos ejemplos, el grupo comprende oligonucleétidos 100 % al azar o parcialmente al
azar. En otros ejemplos, el grupo comprende oligonucleétidos al azar o parcialmente al azar que contienen al menos
una secuencia fija y/o secuencia conservada incorporada dentro de la secuencia aleatorizada. En otros ejemplos, el
grupo comprende oligonucleétidos al azar o parcialmente al azar que contienen al menos una secuencia fija y/o
secuencias conservadas en sus extremos 5' y/o 3' que pueden comprender una secuencia compartida por todas las
moléculas del grupo de oligonucleétidos. Las secuencias fijas son secuencias comunes para oligonucleétidos en el
grupo que se incorporan para un fin preseleccionado tal como, motivos CpG descritos en mas detalle a continuacion,
sitios de hibridacion para cebadores de PCR, secuencias promotoras para ARN polimerasas (por ejemplo, T3, T4, T7,
y SP6), sitios de restriccion, o secuencias homopoliméricas, tales como colas de poli A o poli T, nicleos cataliticos,
sitios para unién selectiva a columnas de afinidad, y otras secuencias para facilitar la clonacion y/o secuenciacién de
un oligonucleotido de interés. Las secuencias conservadas son secuencias, distintas de las secuencias fijas
anteriormente descritas, compartidas por un nimero de aptameros que se unen a la misma diana.

Los oligonucleétidos del grupo incluyen preferentemente una porcion de secuencia aleatorizada asi como secuencias
fijas necesarias para una amplificacion eficiente. Los oligonucleétidos del grupo de partida contienen normalmente
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secuencias fijas 5' y 3' terminal que bordean una regién interna de 30-50 nucledtidos al azar. Los nucleétidos
aleatorizados pueden producirse de un nimero de modos incluyendo la sintesis quimica y seleccidén por tamafno a
partir de acidos nucleicos celulares escindidos al azar. La variacién de secuencia en los acidos nucleicos de ensayo
también pueden introducirse o aumentarse mediante mutagénesis antes o durante las iteraciones de
seleccién/amplificacion.

La porcion de secuencia al azar del oligonucledtido puede ser de cualquier longitud y puede comprender
ribonucleétidos y/o desoxirribonucleétidos y pueden incluir nucleétidos o analogos de nucleétidos modificados o no
naturales. Véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos n® 5.958.691; la patente de los Estados Unidos n®
5.660.985; la patente de los Estados Unidos n® 5.958.691; la patente de los Estados Unidos n® 5.698.687; la patente de
los Estados Unidos n? 5.817.635; La patente de Estados Unidos N° 5.672.695, y la publicacion PCT WO 92/07065. Los
oligonucleétidos al azar pueden sintetizarse a partir de oligonucleétidos unidos mediante enlaces fosfodiéster usando
técnicas de sintesis de oligonucleétidos de fase soélida bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Froehler et
al., Nucl. Acid Res., 14:5399-5467 (1986) y Froehler et al., Tet. Lett. 27:5575-5578 (1986). Los oligonucleétidos al azar
también pueden sintetizarse usando métodos en fase de solucion, tales como métodos de sintesis de triester. Véase,
por ejemplo, Sood et al., Nucl. Acid Res., 4:2557 (1977) y Hirose et al., Tet Lett 28:2449 (1978). Las sintesis tipicas
efectuadas en un equipo de sintesis de ADN automatizado producen 10 -10 moleculas individuales, suficientes para
la mayoria de los experimentos de SELEX™. Las regiones suficientemente grandes de secuencia al azar en el disefio
de secuencia aumentan la probabilidad de que sea posible que cada molécula sintetizada represente una secuencia
Unica.

La biblioteca de partida de oligonucleétidos puede generarse mediante sintesis quimica automatizada en un
sintetizador de ADN. Para sintetizar secuencias aleatorizadas, se afiaden mezclas de los cuatro nucleétidos en cada
etapa de adicion de nucleétido durante el proceso de sintesis, permitiendo la incorporacion de nucleétidos al azar.
Como se afirma anteriormente, en una realizacion, los oligonucle6tidos al azar comprenden por completo secuencias
al azar; sin embargo, en otras realizaciones, los oligonucleétidos al azar pueden comprender porciones de secuencias
no aleatorias o parcialmente aleatorias. Las secuencias parcialmente aleatorias pueden crearse mediante la adicion de
los cuatro nucleétidos en diferentes proporciones molares en cada etapa de adicion.

La biblioteca de oligonucleétidos de partida puede ser ARN, ADN, ARN o ADN sustituido o combinaciones de los
mismos. En aquellos casos en los que se va a usar una biblioteca de ARN como libreria de partida, se genera
normalmente sintetizando una biblioteca de ADN, opcionalmente amplificando mediante PCR, después transcribiendo
la biblioteca de ADN in vitro usando ARN polimerasa T7 o ARN polimerasas T7 modificadas, y purificando la secuencia
transcrita. La biblioteca de acido nucleico se mezcla a continuacion con la diana en condiciones favorables para la
unién y se someten a iteraciones de unidn, separacion y amplificacion paso a paso, usando el mismo esquema general
de seleccion, para lograr virtualmente cualquier criterio deseado de afinidad de unién y selectividad. Mas
especificamente, comenzando con una mezcla que contiene el grupo de partida de acidos nucleicos, el método
SELEX™ incluye las etapas de: (a) poner en contacto la mezcla con la diana en condiciones favorables para la union;
(b) separar los acidos nucleicos no unidos de aquellos acidos nucleicos que se han unido especificamente a moléculas
diana; (c) disociar los complejos acido nucleico-diana; (d) amplificar los &cidos nucleicos disociados de los complejos
acido nucleico:diana para producir una mezcla enriquecida en ligandos de &cidos nucleicos; y (e) volver a iterar las
etapas de unidén, separacion, disociacion y amplificacion a lo largo de tantos ciclos como se deseen para producir
ligandos de acido nucleico elevadamente especificos de alta afinidad para la molécula diana. En aquellos casos donde
se estén seleccionando aptdmeros de ARN, el método SELEX™ comprende las etapas de: (i) retrotranscribir los
acidos nucleicos disociados de los complejos &cido nucleico-diana antes de la etapa de amplificacién (d); y (ii)
transcribir los acidos nucleicos amplificados de la etapa (d) antes de volver a comenzar el proceso.

Dentro de una mezcla de acidos nucleicos que contiene un gran nimero de secuencias y estructuras posibles, hay un
gran intervalo de afinidades de unién para una diana dada. Aquellos que tengan la mayor afinidad de unién (menores
constantes de disociacion) por la diana son los que son mas probables que se unan a la diana. Después de la
separacion, disociacion y amplificacion, se genera una segunda mezcla de &cido nucleico, enriquecida para los
candidatos de mayor afinidad de union. Los ciclos adicionales de seleccién favorecen de manera progresiva a los
mejores ligandos hasta que la mezcla resultante de acido nucleico esté compuesta predominantemente de solo una o
unas pocas secuencias. Estas pueden clonarse, secuenciarse y ensayarse adicionalmente como ligandos o
aptameros para 1) afinidad de unién por la diana; y 2) capacidad para afectar a la funcién de la diana.

Los ciclos de seleccién y amplificacion se repiten hasta que se logra una meta deseada. En el caso mas general, la
seleccién/amplificacién continua hasta que no se logra una mejora significativa en Ia fuerza de unioén tras la repeticiéon
del ciclo. El método se usa normalmente para muestrear aproxmadamente 10" especies diferentes de &cidos
nucleicos, pero puede usarse para muestrear hasta aproximadamente 10'® especies de acido nucleico deferentes. En
general, las moléculas de aptamero de acido nucleico se seleccionan en un procedimiento de 5 a 20 ciclos. En una
realizacién, se introduce heterogeneidad solo en las etapas iniciales de selecciéon y no sucede durante el proceso de
replicacién.

En unarealizacion del método SELEX™, el proceso de seleccidn es tan eficiente para aislar aquellos ligandos de acido
nucleico que se unen con mas fuerza a la diana seleccionada, que solo se necesita un ciclo de seleccion y
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amplificacion. Puede suceder una seleccién asi de eficiente, por ejemplo, en un proceso de tipo cromatografico en el
que la capacidad de los acidos nucleicos para asociarse con dianas unidas sobre una columna funciona de tal modo
que la columna es suficientemente capaz de permitir la separacion y aislamiento de los ligandos de acido nucleico de
la mayor afinidad.

En muchos casos, no es necesariamente deseable efectuar las etapas iterativas de SELEX™ hasta que se identifica
un solo ligando de acido nucleico. La solucién de ligando de acido nucleico especifico de diana puede incluir una
familia de estructuras de acido nucleico o0 motivos que tengan un numero de secuencias conservadas y un numero de
secuencias que pueden sustituirse o anadirse sin afectar de manera significativamente la afinidad de los ligandos de
acido nucleico por la diana. Terminando el proceso SELEX™ antes de completarlo, es posible determinar la secuencia
de un nimero de miembros de la familia de la solucién de ligandos de acido nucleico.

Se sabe que existen varias estructuras primarias, secundarias y terciarias de acido nucleico. Las estructuras o motivos
que se ha demostrado mas cominmente que estan involucradas en las interacciones no de tipo Watson-Crick se citan
como bucles en horquilla, protuberancias simétricas y asimétricas, pseudonudos e innumerables combinaciones de los
mismos. Practicamente todos los casos conocidos de dichos motivos sugieren que se pueden formar en una
secuencia de acidos nucleicos de no mas de 30 nucleétidos. Por este motivo, a menudo se prefiere que los
procedimientos SELEX™ con segmentos contiguos aleatorizados se inicien con secuencias de &cidos nucleicos que
contiene segmentos aleatorizados de entre aproximadamente 20 a aproximadamente 50 nucleétidos y en algunas
realizaciones, de aproximadamente 30 a aproximadamente 40 nucleétidos. En un ejemplo, la secuencia 5'-fija:al
azar:3'-fija comprende una secuencia al azar de aproximadamente 3 a aproximadamente 50 nucleétidos.

El método SELEX™ basico se ha modificado para lograr un nimero de objetivos especificos. Por ejemplo, la Patente
de los Estados Unidos N° 5.707.796 describe el uso de SELEX™ junto con electroforesis en gel para seleccionar
moléculas de &cido nucleico con caracteristicas estructurales especificas, tales como ADN doblado. La Patente de los
Estados Unidos N° 5.763.177 describe métodos basados en SELEX™ para seleccionar ligandos de &cido nucleico que
contienen grupos fotorreactivos capaces de unirse y/o fotorreticularse a y/o fotoinactivar una molécula diana. La
Patente de los Estados Unidos N2 5.567.588 y la Patente de los Estados Unidos N° 5.861.254 describen métodos
basados en SELEX™ que logran una separacion elevadamente eficiente entre oligonucleétidos que tienen alta y baja
afinidad por una molécula diana. La Patente de los Estados Unidos N® 5.496.938 describe métodos para obtener
ligandos de acido nucleico mejorados después de haber efectuado el proceso SELEX™. La Patente de los Estados
Unidos N® 5.705.337 describe métodos para unir covalentemente un ligando a su diana.

También puede usarse SELEX™ para obtener ligandos de acido nucleico que se unen a méas de un sitio sobre la
molécula diana, y para obtener ligandos de acido nucleico que incluyen especies de no de &cido nucleico que se unen
a sitios especificos sobre la diana. SELEX™ proporciona medios para aislar e identificar ligandos de acido nucleico
que se unen a cualquier diana previsible, incluyendo biomoléculas grandes y pequefias, tales como proteinas de union
a acidos nucleicos y proteinas no conocidas por unirse a acidos nucleicos como parte de su funcion bioldgica, asi
como cofactores y otras moléculas pequeias. Por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos N¢ 5.580.737 divulga
secuencias de &cido nucleico identificadas mediante SELEX™ que son capaces de unirse con elevada afinidad a
cafeina y el analogo elevadamente relacionado, teofilina.

Contra-SELEX™ es un método para mejorar la especificidad de ligandos de acido nucleico para una molécula diana
eliminando las secuencias de ligando de acido nucleico con reactividad cruzada para una o mas moléculas no diana.
Contra-SELEX™ comprende las etapas de: (a) preparar una mezcla candidata de acidos nucleicos; (b) poner en
contacto la mezcla candidata con la diana, en la que los acidos nucleicos que tienen una afinidad de unién por la diana
en relacion a la mezcla candidata pueden separarse del resto de la mezcla candidata; (c) separar los acidos nucleicos
de afinidad aumentada a partir del resto de la mezcla candidata; (d) disociar los acidos nucleicos de afinidad
aumentada de la diana; (e) poner en contacto los &cidos nucleicos de afinidad aumentada con una 0 mas moléculas no
diana de tal forma que los ligandos de acido nucleico con afinidad especifica por la molécula (o moléculas) no diana se
eliminan; y (f) amplificar los acidos nucleicos con afinidad especifica solo por la molécula diana para producir una
mezcla de &cidos nucleicos enriquecida para secuencias de acido nucleico con una afinidad y especificidad
relativamente mayor por la unién a la molécula diana. Como se describe anteriormente para SELEX™, los ciclos de
seleccién y amplificacién se repiten segin sea necesario hasta que se logra una meta deseada.

Un posible problema que se encuentra al usar los acidos nucleicos como agentes terapéuticos, agentes de diagnéstico
y vacunas, es que los oligonucleétidos, en su forma de fosfodiéster, pueden degradarse rapidamente en los fluidos
corporales mediante enzimas intracelulares y extracelulares, tales como endonucleasas y exonucleasas antes de que
se manifieste el efecto deseado. El método SELEX™, por tanto, incluye la identificacién de ligandos de acido nucleico
de alta afinidad que contienen nucle6tidos modificados que confieren caracteristicas mejoradas sobre el ligando, tales
como estabilidad in vivo mejorada o caracteristicas de administracion mejoradas. Los ejemplos de dichas
modificaciones incluyen sustituciones quimicas en las posiciones del aztcar y/o del fosfato y/o de la base. Los ligandos
de &cido nucleico identificados mediante SELEX™ se describen, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos n®
5.660.985, que describe oligonucledtidos que contiene derivados de nucleétido modificados quimicamente en la
posicion 2' de la ribosa, posicion 5 de pirimidinas, y en la posicion 8 de purinas, la Patente de los Estados Unidos N°
5.756.703 que describe oligonucledtidos que contiene varias pirimidinas modificadas en 2', y la Patente de los Estados
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Unidos N® 5.580.737 que describe ligandos de acido nucleico elevadamente especificos que contienen uno o mas
nucleétidos modificados con sustituyentes 2'-amino (2'-NH>), 2’-fluoro (2’-F), y/o 2’-O-metilo (2’-OMe).

Las modificaciones de los ligandos de &acido nucleico contempladas en esta invencién incluyen, pero sin limitacion,
aquellas que proporcionan otros grupos quimicos que incorporan carga adicional, capacidad de polarizacion,
hidrofobicidad, puentes de hidrégeno, interaccion electrostatica, y fluxionalidad para las bases de ligando de acido
nucleico o para el ligando de &cido nucleico en su conjunto. Las modificaciones para generar poblaciones de
oligonucledtidos que son resistentes a nucleasas también pueden incluir una 0 mas uniones internucleétido sustitutas,
azucares alterados, bases alteradas, o una de sus combinaciones. Dichas modificaciones incluyen, pero sin limitacion,
modificaciones de azucar en posicion 2', modificaciones de pirimidina en posicion 5, modificaciones de purina en
posicion 8, modificaciones en aminas exociclicas, sustitucion de 4-tiouridina, sustitucién de 5-bromo o 5-yodo-uracilo;
modificaciones de estructura, modificaciones de fosforotioato o fosfato de alquilo, metilaciones, y combinaciones de
emparejamiento de bases inusuales tales como las isobases isocitidina e isoguanosina. Las modificaciones también
pueden incluir modificaciones 3' y 5', tales como un taponamiento, por ejemplo, adicién de un tapén 3'-3'-dT para
aumentar la resistencia a exonucleasas (véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos 5.674.685; 5.668.264;
6.207.816; y 6.229.002).

En una realizacion, se proporcionan oligonucleétidos en los que el grupo P(O)O se sustituye por P(O)S ("tioato"),
P(S)S ("ditioato"), P(O)NR:z ("amidato"), P(O)R, P(O)OR’, CO o CH: ("formacetal") o 3’-amina (-NH-CHz-CH>-), en los
que cada R o R' es independientemente H o alquilo sustituido o sin sustituir. Los grupos de enlace pueden unirse a
nucle6tidos adyacentes mediante un engarce -O-, -N-, o -S-. No se necesita que todos los engarces en el
oligonucleétido sean idénticos.

En realizaciones adicionales, los oligonucleétidos comprenden grupos azucar modificados, por ejemplo, uno o méas de
los grupos hidroxilo se reemplazan con halégeno, grupos alifaticos, o se funcionalizan como éteres 0 aminas. En una
realizacién, la posicién 2' del resto de furanosa se sustituye por cualquiera de grupo O-metilo, O-alquilo, O-alilo,
S-alquilo, S-alilo, o halo. Los métodos de sintesis de azucares modificados en 2' se describen, por ejemplo, en Sproat,
et al., Nucl. Acid Res., 19:733-738.

(1991); Cotten, et al., Nucl. Acid Res., 19:2629-2635 (1991); y Hobbs, et al., Biochemistry 12:5138-5145 (1973). Se
conocen otras modificaciones para un experto habitual en la materia. Dichas modificaciones pueden ser
modificaciones antes del proceso SELEX™ o modificaciones después del proceso SELEX™ (modificaciones de
ligandos no modificados previamente identificados) o pueden efectuarse mediante la incorporacién en el proceso
SELEX™,

Las modificaciones antes del proceso SELEX™ o aquellas efectuadas mediante incorporacién en el proceso SELEX™
producen ligandos de acido nucleico con especificada para su diana de SELEX™ y estabilidad mejorada, por ejemplo,
estabilidad in vivo. Las modificaciones después del proceso SELEX™ efectuadas sobre ligandos de acido nucleico
pueden dar como resultado estabilidad mejorada, por ejemplo, estabilidad in vivo sin afectar de manera negativa a la
capacidad de unién del ligando de &cido nucleico.

El método SELEX™ incluye combinar oligonucle6tidos seleccionados con otros oligonucleétidos seleccionados y
unidades funcionales no de oligonucleétido como se describe en la Patente de los Estados Unidos N° 5.637.459 y la
Patente de los Estados Unidos N¢ 5.683.867. El método SELEX™ incluye ademas combinar ligandos de acido
nucleico seleccionados con compuestos de elevado peso molecular lipéfilos 0 no inmunogénicos en un complejo
diagnéstico o terapéutico, como se ha descrito, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos n° 6.011.020, La
patente de Estados Unidos N° 6.051.698, y en la publicacion PCT N2 WO 98/18480. Estas patentes y solicitudes
ensefnan la combinacion de un amplio abanico de formas y otras propiedades, con las eficientes propiedades de
amplificacion y replicacion de oligonucle6tidos, y con las propiedades deseables de otras moléculas.

También se ha explorado la identificacion de ligandos de acido nucleico a péptidos pequefios y flexibles mediante el
método SELEX™. Los péptidos pequefios tienen estructuras flexibles y existen normalmente en solucién en un
equilibrio de mdltiples conférmeros, y por lo tanto se pensoé inicialmente que las afinidades de unién pueden estar
limitadas por la entropia conformacional perdida tras la union a un péptido flexible. Sin embargo, la posibilidad de
identificar ligandos de acido nucleico a péptidos pequefnos en solucién se demostrd en la Patente de los Estados
Unidos N° 5.648.214. En esta patente, se identificaron ligandos de &cido nucleico de ARN de alta afinidad a sustancia
P, un péptido de 11 aminoacidos.

Los aptameros con especificidad y afinidad de unién a la diana (o dianas) de complemento de la presente invencion se
seleccionan normalmente mediante el proceso SELEX™ como se describe en el presente documento.
Adicionalmente, pueden efectuarse selecciones con secuencias que incorporan nucleétidos modificados para
estabilizar las moléculas de aptamero contra la degradacion in vivo.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

SELEX™ 2' modificado

Para que un aptamero sea Util para su uso como agente terapéutico o diagndstico, este es preferentemente no costoso
de sintetizar, seguro y estable in vivo. Los aptdmeros de ARN y ADN de tipo silvestre son normalmente no estables in
vivo debido a su susceptibilidad a degradacién mediante nucleasas. La resistencia a la degradacion por nucleasa
puede aumentarse en gran medida mediante la incorporacion de grupos modificantes en la posicion 2'.

Los grupos 2'-fluoro y 2'-amino se han incorporado con éxito en grupos de oligonucleétidos a partir de los cuales a
continuacion se han seleccionado aptameros. Sin embargo, estas modificaciones aumentan en gran medida el coste
de la sintesis del aptamero resultante, y pueden introducir preocupaciones respecto a la seguridad en algunos casos
porque la posibilidad de que los nucleétidos modificados puedan reciclarse en ADN huésped mediante degradacion de
los oligonucleotidos modificados y uso posterior de los nucleétidos como sustratos para la sintesis de ADN.

Los aptameros que contienen nucleétidos de 2’-O-metilo ("2’-OMe"), tal como se proporcionan en el presente
documento, superan muchos de estos inconvenientes. Los oligonucleétidos que contienen nucleétidos de 2'-OMe son
resistentes a nucleasas y baratos de sintetizar. Aunque los nucleétidos de 2'-OMe son ubicuos en los sistemas
bioldgicos, las polimerasas naturales no aceptan NTP de 2'-OMe como sustratos en condiciones fisioldgicas, por lo
tanto, no hay preocupaciones en cuanto a la seguridad sobre el reciclado de nucleétidos de 2'-OMe en ADN huésped.
Los métodos SELEX™ usados para generar aptdmeros modificados en 2' se describen, por ejemplo, en la Solicitud de
Patente Provisional de Estados Unidos con N° de Serie 60/430.761, presentada el 3 de Diciembre de 2002 (US
2004/0197804 y US 2005/0037394), la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos con N° de Serie
60/487.474, presentada el 15 de julio de 2003 (US 2004/0197804 y US 2005/0037394), Solicitud Provisional de
Patente de Estados Unidos con N° de serie 60/517.039 presentada el 4 de noviembre de 2003 (US 2004/0197804 y US
2005/0037394), la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N° 10/729.381, presentada el 3 de Diciembre de 2003
(US 2004/0197804 y US 2005/0037394), la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N°® 10/873.856, presentada el
21 de junio de 2004 (US 2004/0197804 y US 2005/0037394), titulada "Method for in vitro Selection of 2’-O-methyl
Substituted Nucleic Acids", la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos con N¢ de Serie 60/696.292,
presentada el 30 de junio de 2005 (WO 07/005645), titulada "Improved Materials and Methods for the Generation of
Fully 2’-Modified Containing Nucleic Acid Transcripts" y la Solicitud de Patente de los Estados Unidos N°® 11/480.188
(US 2007/0117112) presentada el 30 de junio de 2006 titulada "Materials and Methods for the Generation of Fully
2'-Modified Containing Nucleic Acid Transcripts".

La presente invencion incluye aptdmeros que se unen a y modulan la funciéon de una diana de complemento que
contiene nucleétidos modificados (por ejemplo, nucleétidos que tienen una modificacion en la posicion 2') para
preparar el oligonucleétido méas estable que el oligonucle6tido no modificado a degradacién enzimatica o quimica asi
como a degradacién térmica y fisica. En una realizacién preferida, dicha diana de complemento es proteina de
complemento C5. Aunque hay varios ejemplos de aptameros que contiene 2'-OMe en la bibliografia (véase, por
ejemplo, Green et al., Current Biology 2, 683-695, 1995) estos se generaron mediante la seleccion in vitro de
bibliotecas de transcritos modificados en los que los restos de C y U se sustituyeron con 2'-fluoro (2'-F) y los restos de
Ay G fueron 2'-OH. Una vez que se identificaron secuencias funcionales, se ensayo la tolerancia de cadaresto Ay G
a sustituciéon 2'-OMe, y se volvi6 a sintetizar el aptamero que tenia todos los restos A y G que toleraron sustitucion
2'-OMe como restos 2'-OMe. La mayoria de restos de A y G de los aptdmeros generados de este modo en dos etapas
toleran la sustituciéon con restos 2'-OMe, aunque, de media, aproximadamente el 20 % no. En consecuencia, los
aptameros generados usando este método tienden a contener desde dos hasta cuatro restos 2'-OH, y en
consecuencia se comprometen la estabilidad y coste de la sintesis. Mediante la incorporacion de nucleétidos
modificados en la reaccion de transcripcion que genera oligonuclettidos estabilizados usados en grupos de
oligonucleotidos a partir de los cuales se seleccionan y enriquecen los aptameros mediante SELEX™ (y/o cualquiera
de sus variaciones y mejoras, incluyendo las descritas en el presente documento), los métodos de la presente
invencion eliminan la necesidad de estabilizar los oligonucledtidos de aptamero seleccionados (por ejemplo, volviendo
a sintetizar los nucleétidos de aptamero con nucleétidos modificados).

En una realizacion, la presente invencién proporciona aptameros que comprenden combinaciones de modificaciones
2'-0OH, 2'-F, 2'-desoxi y 2'-OMe de los nucleétidos de ATP, GTP, CTP, TTP y UTP. En otra realizacion, la presente
invencion proporciona aptameros que comprenden combinaciones de modificaciones 2’-OH, 2’-F, 2’-desoxi, 2'-OMe,
2’-NHz, y 2’-metoxietilo de los nucleétidos de ATP, GTP, CTP, TTP y UTP. En otra realizacién, la presente invencién
proporciona aptameros que comprenden 5 combinaciones de modificaciones 2’-OH, 2’-F, 2’-desoxi, 2'-OMe, 2’-NHy, y
2’-metoxietilo de los nucleétidos de ATP, GTP, CTP, TTP y UTP. En una realizacion preferida, la presente invencion
proporciona aptameros que comprenden todos o sustancialmente todos los nucleétidos de ATP, GTP, CTP, TTP y/o
UTP modificados con 2'-OMe.

Los aptameros de la invencion modificados en la posicién 2’ pueden seleccionarse usando polimerasas modificadas,
por ejemplo, una polimerasa T7 modificada, que tiene una tasa de incorporacion de nucleétidos modificados que
tienen sustituyentes voluminoso en la posicion 2' de furanosa que es mayor que la de las polimerasas de tipo silvestre.
Por ejemplo, una polimerasa T7 mutante en la que el resto de tirona en la posicién 639 se ha cambiado por fenilalanina
(YB39F) utiliza facilmente (incorpora) trisfosfatos de nucleétido 2'-desoxi, 2’-amino-, y 2'-fluoro- (NTP) pero no NTP con
sustituyentes 2’ voluminoso tales como sustituyentes 2’-OMe o 2’-azido (2’-N3). Para la incorporacion de sustituyentes
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2' voluminoso, se ha descrito una polimerasa T7 mutante que tiene la histidina en la posicion 784 cambiada por un
resto de alanina ademéas de la mutacién Y639F (Y639F/H784A) se ha usado en circunstancias limitadas para
incorporar NTP modificados con pirimidina. Véase Padilla, R. y Sousa, R., Nucleic Acids Res., 2002, 30(24): 138. Una
polimerasa de ARN T7 mutante en la que se ha cambiado un resto de tirosina en la posicién 639 a fenilalanina, el resto
de histidina en la posicion 784 se ha cambiado a una alanina, y el resto de lisina en la posicién 378 se ha cambiado a
arginina (Y639F/H784A/K378R) se ha usado en circunstancias limitadas para incorporar NTP de purina y pirimidina
modificados, por ejemplo, NTP de 2’-OMe, pero necesita un pico de GTP 2'-OH para la transcripcion. Véase
Burmeister et al., (2005) Chemistry and Biology, 12: 25-33. Aunque no se desea estar unidos a teoria alguna, las
mutaciones K378R no estéa cerca del sitio activo de la polimerasa y por tanto se cree que es una mutacion silente, que
no tiene efecto sobre la incorporacién de NTP modificados con 2'-OMe. También se ha descrito una polimerasa T7
mutante que tiene la histidina en la posicion 784 cambiada a un resto de alanina (H784A). Padilla et al., Nucleic Acids
Research, 2002, 30: 138. Tanto en el mutante Y639F/H784A como en el mutante H784A de polimerasas T7, el cambio
a un resto de aminodcido mas pequefio, tal como alanina, permite la incorporacion de sustratos de nucle6tido més
voluminosos, por ejemplo, nucleétidos sustituidos por 2'-OMe. Véase Chelliserry, K. y Ellington, A.D., (2004) Nature
Biotech. 9:1155-60. Se han descrito ARN polimerasas T7 adicionales con mutaciones en sitio activo de la ARN
polimerasa T7 que incorporan mas facilmente sustratos modificados con 2' voluminosos, por ejemplo, una ARN
polimerasa T7 mutante que tiene un resto de tirosina en la posicién 639 cambiado a leucina (Y639L).

En general, se ha descubierto que en las condiciones descritas en el presente documento, el mutante Y639F puede
usarse para la incorporaciéon de todos los NTP sustituidos con 2'-OMe excepto GTP y las ARN polimerasas T7
mutantes Y639F/H784A, Y639F/H784A/K378R, Y639L/H784A, Y639L/H784A/K378R, Y639L, Y639L/K378R,
P266L/Y639L/H784A o la P266L/Y639L/H784A/K378R pueden usarse en las condiciones divulgadas en el presente
documento para la incorporacion de todos los NTP sustituidos con 2'-OMe incluyendo GTP 2'-OMe.

Los oligonucleétidos modificados en 2’ pueden sintetizarse por completo de nucleétidos modificados, o con un
subconjunto de nucleétidos modificados. Las modificaciones pueden ser las mismas o diferentes. Pueden modificarse
algunos o todos los nucledtidos, y aquellos que estan modificados pueden contener la misma modificacion. Pueden
modificarse algunos o todos los nucleétidos, y aquellos que estan modificados pueden contener diferentes
modificaciones, por ejemplo, todos los nucleotidos que contienen la misma base pueden tener un tipo de modificacién,
mientras que los nucledtidos que contienen otras bases pueden tener diferentes tipos de modificacién. Todos los
nucleétidos de purina tienen un tipo de modificacion (o estan sin modificar), mientras que todos los nucleétidos de
pirimidina tienen otro tipo diferente de modificacién (o estan sin modificar). De este modo, los transcritos, o grupos de
transcritos se generan usando cualquier combinacién de modificaciones, incluyendo, por ejemplo, ribonucleétidos
(2’-OH), desoxirribonuclettidos (2’-desoxi), nucledtidos de 2’-amina (2’-NHz), nucledtidos de 2'-fluoro (2'-F), y
nucleétidos de 2’-O-metilo (2’-OMe). Se cita una mezcla de transcripcién que contiene 2-OH Ay Gy 2'-F Cy U como
mezcla "rRfy" y los aptameros seleccionado de esta se citan como aptameros de "rRfY". Se cita una mezcla de
transcripcion que contiene 2'-OMe Cy Uy 2'-OH Ay G como mezcla "rRmY" y los aptameros seleccionados de esta se
citan como aptameros de "rRmY". Se cita una mezcla de transcripcién que contiene desoxi Ay Gy 2'-OMe Uy C como
mezcla "dRmY" y los aptameros seleccionados de esta se citan como aptameros de "dRmY". Se cita una mezcla de
transcripcion que contiene 2'-OMe A, Cy U y 2'-OH G como mezcla "rGmH" y los aptdmeros seleccionados de esta se
citan como aptameros de "rGmH". Se cita una mezcla de transcripcién alternativa que contiene 2-OMe A, C,Uy Gy
2'-OMe A, Uy Cy 2'-F G como "mezcla alternativa" y los aptameros seleccionados de esta se citan como aptameros de
"mezcla alternativa”. Se cita una mezcla de transcripcion que contiene 2'-OMe A, U, C y G, en donde hasta el 10 % de
las G son ribonucleétidos como una mezcla "/mGmH" y los aptameros seleccionados de esta se citan como
aptameros de "ryfmGmH". Se cita una mezcla de transcripcion que contiene 2'-OMe A, Uy C y 2'-F G como mezcla
"f{GmH" y los aptameros seleccionados de esta se citan como aptameros de "fGmH". Se cita una mezcla de
transcripcion que contiene 2'-OMe A, U y C y desoxi G como mezcla "dGmH" y los aptameros seleccionados de esta se
citan como aptameros de "dGmH". Se cita una mezcla de transcripcion que contiene desoxi Ay 2'-OMe C, G y U como
una mezcla "dAmB" y los aptameros seleccionados de esta se citan como aptameros de "dAmB", y se cita una mezcla
de transcripcion que contiene todos los nucleétidos 2'-OH como una mezcla "rN" y los aptameros seleccionados de
esta se citan como aptameros de "rN", "rRrY" o de "ARN". Se cita una mezcla de transcripcion que contiene 2'-OH
adenosin trifosfato y guanosin trisfosfato y desoxicitidin trifosfato y timidin trifosfato como mezcla rRdY y los aptameros
seleccionados de esta se citan como aptameros de "rRdY". Un aptamero de "mRmY" también citado como aptamero
de "MNA" es uno que contiene solo 2'-O-metil nucleétidos excepto para el nucleétido de partida, que es 2'-OH
guanosina o cualquier guanosina de tipo silvestre, y puede derivarse de un oligonucleétido de r/mGmH mediante
reemplazo después de SELEX™, cuando sea posible, de cualquier 2'-OH G con 2'-OMe G. Como alternativa, pueden
identificarse los aptdmeros de mRmY mediante SELEX™ de mRmY.

Una realizacion preferida incluye cualquier combinacién de nucle6tidos 2'-OH, 2'-desoxi y 2'-OMe. Una realizacion mas
preferida incluye cualquier combinacion de nucleétidos 2'-desoxi y 2'-OMe. Una realizacion aun mas preferida es con
cualquier combinacién de nucleétidos 2'-desoxi y 2'-OMe en los que las pirimidinas son 2'-OMe (tales como dRmY,
mRmY o dGmH).

La incorporacion de nucleétidos modificados en aptameros de la invencion se efectla antes del proceso de (pre-)

seleccién (por ejemplo, una modificacion antes del proceso SELEX™). De manera opcional, los aptameros de la
invencion en los que se han incorporado nucleétidos modificados mediante modificacion antes del proceso SELEX™

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

pueden modificarse adicionalmente mediante un proceso de modificacion después de SELEX™ (es decir, una
modificacién después de proceso SELEX™ después de SELEX™). Las modificaciones antes del proceso SELEX™
producen ligandos de acido nucleico modificados con especificidad por la diana de SELEX™ y también estabilidad in
vivo mejorada. Las modificaciones después del proceso SELEX™, es decir, modificacion (por ejemplo, truncamiento,
delecion, sustitucién o modificaciones adicionales de nucleétidos de ligandos previamente identificados que tienen
nucleétidos incorporados mediante modificaciones antes del proceso SELEX™) pueden dar como resultado una
mejora adicional de estabilidad in vivo sin afectar de manera adversa a la capacidad de unién del ligando de acido
nucleico que tiene nucledtidos incorporados mediante una modificacion antes del proceso SELEX™.

Para generar grupos de ARN modificados en 2’ (por ejemplo, 2’-OMe) en condiciones en las cuales una polimerasa
acepta NTP modificados en 2' pueden usarse todos los mutantes de ARN polimerasa T7 Y693F, Y693F/K378R,
Y693F/H784A, Y693F/H784A/K378R, Y693L/H784A, Y693L/H784A/K378R, Y639L, Y639L/K378R,
P266L/Y639L/H784A y P266L/Y639L/H784A/K378R. También pueden usarse otras ARN polimerasa T7, en particular
aquellas que muestran una elevada tolerancia por sustituyentes 2'- voluminosos, en la presente invencion. Cuando se
usa en una polimerizacién dirigida por patron usando las condiciones divulgadas en el presente documento, pueden
usarse los mutantes de ARN polimerasa T7 Y639L/H784A, Y639L/H784A/K378R, P266L/Y639L/H784A o
P266L/Y639L/H784A/ K378R para la incorporacion de todos los NTP modificados en 2’-OMe, incluyendo 2'-OMe GTP,
con mayores producciones de transcrito de las que se logran usando las ARN polimerasas T7 mutantes Y639F,
Y639F/K378R, Y639F/H784A, Y639F/H784A/K378R, Y639L, Y639L/K378R. Las ARN polimerasas T7 mutantes
Y639L/H784A, Y639L/H784A/K378R, P266L/Y639L/H784A y P266L/Y639L/H784A/ K378R pueden usarse con, pero
no necesitan a 2-OH GTP para lograr altas producciones de oligonucleétidos modificados en 2’, por ejemplo, que
contienen 2’-OMe.

Otras polimerasas, en particular aquellas que muestran una alta tolerancia para sustituyentes de 2' voluminosos,
también pueden usarse en la presente invencion. Puede explorarse esta capacidad para dichas polimerasas
ensayando su capacidad para incorporar nucleétidos modificados en las condiciones de transcripcion divulgadas en el
presente documento.

Se ha determinado que diversos factores son importantes para las condiciones de transcripcion Utiles en los métodos
divulgados en el presente documento. Por ejemplo, una secuencia lider incorporada en la secuencia fija en el extremo
5' de un molde de transcripcion de ADN puede ser importante para aumentar las producciones de transcritos
modificados cuando se usan para la transcripcion las ARN polimerasas T7 mutantes Y639F/K378R o
Y639F/H784A/K378R, por ejemplo, en las condiciones de transcripcion de dRmY o r/mGmH descritas mas adelante.
Adicionalmente, puede usarse una secuencia lider, pero no es necesaria para ayudar a aumentar la produccion de
transcrito modificado cuando, por ejemplo, se usa la ARN polimerasa T7 mutante Y639L/H784A o
Y639L/H784A/K378R, por ejemplo, en las condiciones de transcripcion de mRmY descritas mas adelante. La
secuencia lider es normalmente de 6-15 nucleétidos de longitud, y puede estar compuesta de purinas, o una mezcla de
nucleétidos de purina y pirimidina.

Otro factor importante en la obtencién de transcritos que incorporan nucleétidos modificados es la presencia o
concentracién de 2'-OH guanosina (por ejemplo, GMP, GTP, u otro no 2'-OMe no trifosfato). La transcripcion puede
dividirse en dos fases: la primera fase es iniciacion, durante la cual se afiade un NTP al extremo 3'-hidroxilo de GTP (o
GMP, u otro no 2-OMe no trifosfato) para producir un dinucle6tido que se extiende a continuaciéon en
aproximadamente 10-12 nucleétidos; la segunda fase es la elongacion, durante la cual la transcripcion procede mas
alla de la adicién de aproximadamente los primeros 10-12 nucleétidos. Se ha descubierto que pequefias cantidades de
2'-OH GTP (o GMP, u otro no 2'-OMe no trifosfato) afiadidas a una mezcla de transcripcion que contiene un exceso de
2'-OMe GTP son suficientes para permitir que la polimerasa inicie la transcripcion usando 2'-OH GTP (o GMP,
guanosina, u otro no 2'-OMe no trifosfato). Por lo tanto, por ejemplo, una mezcla de transcripcion dRmY (que contiene
desoxipurinas y 2'-OMe pirimidinas) necesita la adicién de una pequefa cantidad de GMP para permitir que la
polimerasa inicie la transcripcion, mientras en una mezcla de transcripcion de r/mGmH (que contiene hasta un 10 % de
2'-OH GTP), una pequena cantidad de GMP puede afadirse a una mezcla de transcripcién, pero no es necesaria para
permitir que la polimerasa inicie la transcripcion, ya que 2'-OH GTP ya esta presente en la mezcla de transcripcion.
Una vez que la transcripcion entra en la fase de elongacién, la discriminacion reducida entre 2'-OMe y 2'-OH GTP, y el
exceso de 2'-OMe GTP frente a 2'-OH GTP permite la incorporacion de principalmente el 2'-OMe GTP.

Como acaba de describirse anteriormente, es importante cebar la transcripcion con 2'-OH guanosina (por ejemplo,
GMP, GTP u otro no 2’-OMe no trifosfato). Este efecto es el resultado de la especificidad de la polimerasa por el
nucleétido iniciador. Como resultado, el nucleétido en 5'-terminal de cualquier transcrito generado de este modo es
probable que sea 2'-OH G. La concentracién preferida de GMP es 0,5 mM y aiin mas preferentemente, 1 mM. También
se ha descubierto que incluyendo PEG, preferentemente PEG-8000, en la reaccion de transcripcion es util para
maximizar la incorporacién de nucleétidos modificados.

Otro factor importante en la incorporacién de nucleétidos sustituidos con 2’-OMe en los transcritos es el uso tanto de
magnesio divalente como de manganeso en la mezcla de transcripcion. Se ha descubierto que diferentes
combinaciones de concentraciones de cloruro de magnesio y cloruro de manganeso afectan a los rendimientos de
transcritos 2'-O-metilados, siendo la concentracién éptima de cloruro de magnesio y de manganeso dependiente de la
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concentracién de NTP en la mezcla de reaccién con los que los iones metalicos forman complejos. Para obtener los
maximos rendimientos de todos los transcritos 2'-O-metilados (es decir, todas las 2'-OMe A, C, y U y aproximadamente
un 90 % de nucleétidos de G), se prefieren concentraciones de aproximadamente 5 mM de cloruro de magnesioy 1,5
mM de cloruro de manganeso cuando cada NTP esta presente a una concentracion de 0,5 mM. Cuando la
concentracién de cada NTP es 1,0 mM, se prefieren concentraciones de aproximadamente 6,5 nM de cloruro de
magnesio y 2,0 mM de cloruro de manganeso. Cuando la concentracion de cada NTP es 2,0 mM, se prefieren
concentraciones de aproximadamente 9,6 nM de cloruro de magnesio y 2,9 mM de cloruro de manganeso. En
cualquier caso, desviaciones de estas concentraciones de hasta el doble aun proporcionan cantidades significativas
de transcritos modificados.

En algunas realizaciones es ventajoso cebar la transcripcion con GMP o guanosina. Este efecto es el resultado de la
especificidad de la polimerasa por el nucleétido iniciador. Como resultado, el nucleétido en 5'-terminal de cualquier
transcrito generado de este modo es probable que sea 2'-OH G. La concentracion preferida de GMP (o guanosina) es
0,5 mM y aln mas preferentemente, 1 mM. También se ha descubierto que incluyendo PEG, preferentemente
PEG-8000, en la reaccién de transcripcién es util para maximizar la incorporaciéon de nucleétidos modificados.

Para la incorporacion maxima de 2’-OMe ATP (100 %), UTP (100 %), CTP (100 %) y GTP (-90 %) ("r’/mGmH") en los
transcritos se prefieren las siguientes condiciones: Tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM,
PEG-8000 10 % (p/v), Triton X-100 0,01 % (p/v), MgCl> 5 mM (6,5 mM cuando la concentracion de cada 2-OMe NTP
es 1,0 mM), MnCl, 1,5 mM (2,0 mM cuando la concentracion de cada 2’-OMe NTP es 1,0 mM), 2°-OMe NTP (cada uno)
500 uM (mas preferentemente, 1,0 mM, 2’-OH GTP 30 uM, 2’-OH GMP 500 uM, pH 7,5, 15 unidades/ml de ARN
polimerasa T7 Y639F/H784A, 5 unidades/ml| de fosfatasa inorganica, y una secuencia lider enteramente de purina de
al menos 8 nucledtidos de longitud. Como se usa en el presente documento, una unidad de ARN polimerasa T7
mutante Y639F/H784A (o cualquier otra ARN polimerasa T7 mutante especificada en el presente documento) se
define como la cantidad de enzima necesaria para incorporar 1 nmol de 2'-OMe NTP es transcritos en las condiciones
de r/mGmH. Como se usa en el presente documento, una unidad de pirofosfatasa inorganica se define como la
cantidad de enzima que liberara 1,0 mol de ortofosfato inorganico por minuto a pH 7,2 y 25 °C.

Para una incorporacion maxima (100 %) de 2'-OH GTP y 2'-OMe ATP, UTP y CTP ("rGmH") en los transcritos se
prefieren las siguientes condiciones: Tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10 % (p/v),
Tritén X-100 0,01 % (p/v), MgCl> 5 mM (9,6 mM cuando la concentracion de cada NTP es 2,0 mM), MnCl> 1,5 mM (2,9
mM cuando la concentracién de cada NTP es 2,0 mM), NTP (cada uno) 500 uM (mas preferentemente, 2,0 mM, 2°-OH
GMP 1 mM, pH 7,5, ARN polimerasa T7 Y639F/K378R 200 nM, 5 unidades/ml de fosfatasa inorganica, y una
secuencia lider enteramente de purina de al menos 8 nucleétidos de longitud.

Para la incorporacién maxima de 2’-OMe ATP (100 %), 2'-OMe UTP (100 %), 2'-OMe CTP (100 %) y 2'-OMe GTP (100
%) ("mMRmY" o "MNA") en transcritos se prefieren las siguientes condiciones: Tampén HEPES 200 mM, DTT 40 mM,
espermidina 2 mM, PEG-8000 10 % (p/v), Tritén X-100 0,01 % (p/v), MgCl> 8 mM, MnCl, 2,5 mM, 2'-OMe NTP (cada
uno) 1,5 mM, 2-OH GMP 1 mM, pH 7,5, ARN polimerasa T7 mutante Y639L/H784A/K378R 200 nM, 5 unidades/ml de
fosfatasa inorganica, y una secuencia lider opcional que aumente la produccion de transcripcion en las condiciones de
transcripcion derivadas. En una realizacion, la secuencia lider opcional es una secuencia lider enteramente de purina.
En otra realizacion, la secuencia lider opcional es una mezcla de purinas y pirimidinas.

Para una incorporacion maxima (100 %) de 2'-OH ATP y GTP, y 2'-OMe UTP y CTP ("rRmY") en transcritos se
prefieren las siguientes condiciones: Tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10 % (p/v),
Tritén X-100 0,01 % (p/v), MgCl> 5 mM (9,6 mM cuando la concentracion de cada NTP es 2,0 mM), MnCl> 1,5 mM (2,9
mM cuando la concentraciéon de cada NTP es 2,0 mM), NTP (cada uno) 500 uM (mas preferentemente, 2,0 mM, 2’-OH
GMP 1 mM, pH 7,5, ARN polimerasa T7 Y639F/H784A/K378R 200 nM, 5 unidades/ml de fosfatasa inorganica, y una
secuencia lider enteramente de purina de al menos 8 nucleétidos de longitud.

Para la incorporacion maxima (100 %) de 2’-OMe ATP, UTP y CTP ("rGmH") en los transcritos se prefieren las
siguientes condiciones: Tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10 % (p/v), Triton X-100
0,01 % (p/v), MgCl> 5 mM (9,6 mM cuando la concentracién de cada 2’-OMe NTP es 2,0 mM), MgClz> 1,5 mM (2,9 mM
cuando la concentracién de cada 2-OMe NTP es 2,0 mM), 2-OMe NTP (cada uno) 500 uM (més preferentemente, 2,0
mM, pH 7,5, 15 unidades/ml de ARN polimerasa T7 Y639F, 5 unidades/ml| de fosfatasa inorganica, y una secuencia
lider enteramente de purina de al menos 8 nucleétidos de longitud.

Para la incorporacion maxima (100 %) de 2'-OMe UTP y CTP ("rRmY") en transcritos se prefieren las siguientes
condiciones: Tampdén HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10 % (p/v), Tritén X-100 0,01 %
(p/v), MgCl2 5 mM (9,6 mM cuando la concentracion de cada 2’-OMe NTP es 2,0 mM), MgClz 1,5 mM (2,9 mM cuando
la concentracién de cada 2’-OMe NTP es 2,0 mM), 2'-OMe NTP (cada uno) 500 uM (mas preferentemente, 2,0 mM, pH
7,5, 15 unidades/ml de ARN polimerasa T7 Y639F/H784A, 5 unidades/ml de fosfatasa inorganica, y una secuencia
lider enteramente de purina de al menos 8 nucleétidos de longitud.

Para la incorporacion méaxima (100 %) de desoxi ATP y GTP y 2'-OMe UTP y CTP ("dRmY") en transcritos se prefieren
las siguientes condiciones: Tamp6n HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermina 2 mM, espermidina 2 mM, PEG- 8000 10
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% (p/v), Tritobn X-100 0,01 % (p/v), MgCl> 9,6 mM, MnCl, 2,9 mM, NTP (cada uno) 2,0 mM, 2’-OH GMP 1 mM, pH 7,5,
ARN polimerasa T7 Y639F/K3787R 200 nM, 5 unidades/ml de fosfatasa inorganica, y una secuencia lider enteramente
de purina de al menos 8 nucleétidos de longitud.

Para la incorporacién maxima (100 %) de 2’-OMe ATP, UTP y CTP y 2'-F GTP ("fGmH") en transcritos se prefieren las
siguientes condiciones: Tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10 % (p/v), Tritdn X-100
0,01 % (p/v), MgCl> 9,6 mM, MnCl; 2,9 mM, 2'-OMe NTP (cada uno) 2,0 mM, 2-OH GMP 1 mM, pH 7,5, ARN
polimerasa T7 Y639F/K378R 200 nM, 5 unidades/ml de fosfatasa inorganica, y una secuencia lider enteramente de
purina de al menos 8 nucleétidos de longitud.

Para una incorporaciéon maxima (100 %) de desoxi ATP y 2'-OMe UTP, GTP y CTP ("dAmB") en los transcritos se
prefieren las siguientes condiciones: Tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 10 % (p/v),
Triton X-100 0,01 % (p/v), MgCl> 9,6 mM, MnCl> 2,9 mM, NTP (cada uno) 2,0 mM, 2’-OH GMP 1 mM, pH 7,5, ARN
polimerasa T7 Y639F/K378R 200 nM, 5 unidades/ml de fosfatasa inorganica, y una secuencia lider enteramente de
purina de al menos 8 nucleétidos de longitud.

Para cada uno de los anteriores (a) la transcripcién se efectia preferentemente a una temperatura de desde
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 50 °C, preferentemente, desde aproximadamente 30 °C hasta 45 °C, y
mas preferentemente a aproximadamente 37 °C durante un periodo de al menos dos horas y (b) se usan 50-300 nM de
un molde de transcripcion de ADN bicatenario (200 nM de molde se usan en el ciclo 1 para aumentar la diversidad (300
nM de molde se usan en las transcripciones de dRmY)), y para los ciclos posteriores aproximadamente 50 nM, se usa
una diluciéon 1/10 de una reacciéon PCR optimizada, usando condiciones descritas en el presente documento). Los
moldes de transcripcion de ADN se describen a continuacion (donde ARC254 y ARC256 transcriben en todas las
condiciones de 2'-OMe y ARC255 transcribe en condiciones de rRmY).

ARC254 SEC ID N°: 99
5*-CATCGATGCTAGTCGTAACGATCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGAGAACGTTCTCTCCTCTCCCTATAGTG
AGTCGTATTA-Y

ARC255 SEC ID N°: 100

3-CATGCATCGCGACTGACTAG CCONNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNG TAGAACGTTCTCTCCTC TCCCTATAGTG
AGTCGTATTA-3"

ARC256 SEC ID N°: 101
5*-CATCGATCGATCOATCGACAGCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNG TAGA ACG T TCTC TOCCTCTCCCTATAGTG
AGTCGTATTA-3"

En condiciones de transcripcién de rN, la mezcla de reaccion de transcripcién comprende 2'-OH adenosin trifosfato
(ATP), 2-OH guanosin trifosfato (GTP), 2-OH citidin trifosfato (CTP), y 2-OH uridin trifosfato (UTP). Los
oligonucledtidos modificados producidos usando las mezclas de transcripcion de rN de la presente invencién
comprende sustancialmente todos 2'-OH adenosina, 2’-OH guanosina, 2’-OH citidina, y 2’-OH uridina. En una
realizacién preferida de transcripcién de rN, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una secuencia
donde al menos el 80 % de todos los nuclebdtidos de adenosina son 2'-OH adenosina, al menos el 80 % de todos los
nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina, al menos el 80 % de todos los nucledtidos de citidina son 2'-OH
citidina, y al menos el 80 % de todos los nucleétidos de uridina son 2'-OH uridina. En una realizacién més preferida de
transcripcion de rN, los oligonucleotidos modificados resultantes de la presente invencion comprenden una secuencia
donde al menos el 90 % de todos los nuclettidos de adenosina son 2'-OH adenosina, al menos el 90 % de todos los
nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina, al menos el 90 % de todos los nuclettidos de citidina son 2'-OH
citidina, y al menos el 90 % de todos los nucle6tidos de uridina son 2'-OH uridina. En una realizacién lo mas preferida
de transcripcion de rN, los oligonucleétidos modificados de la presente invencion comprenden una secuencia donde el
100 % de todos los nucledtidos de adenosina son 2'-OH adenosina, el 100 % de todos los nucledtidos de guanosina
son 2'-OH guanosina, el 100 % de todos los nucledtidos de citidina son 2'-OH citidina, y el 100 % de todos los
nucledétidos de uridina son 2'-OH uridina.

En condiciones de transcripcion de rRmY, la mezcla de reaccién de transcripcién comprende 2'-OH adenosin trifosfato,
2-OH guanosin trifosfato, 2’-OMe citidin trifosfato, y 2’-OMe uridin trifosfato. Los oligonucleétidos modificados
producidos usando las mezclas de transcripcion de rRnY de la presente invencién comprende sustancialmente todos
2'-OH adenosina, 2’-OH guanosina, 2’-OMe citidina y 2’-OMe uridina. En una realizacion preferida, los oligonucledétidos
modificados resultantes comprenden una secuencia donde al menos el 80 % de todos los nucleétidos de adenosina
son 2'-OH adenosina, al menos el 80 % de todos los nucleédtidos de guanosina son 2'-OH guanosina, al menos el 80 %
de todos los nucleotidos de citidina son 2’-OMe citidina y al menos el 80 % de todos los nucleétidos de uridina son
2’-OMe uridina. En una realizacion mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde al menos el 90 % de todos los nucledtidos de adenosina son 2'-OH adenosina, al menos el 90 % de
todos los nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina, al menos el 90 % de todos los nucleétidos de citidina son
2'-OMe citidina y al menos el 90 % de todos los nucleétidos de uridina son 2’-OMe uridina. En una realizacién lo méas

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una secuencia donde el 100 % de todos los
nucleétidos de adenosina son 2'-OH adenosina, el 100 % de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina,
el 100 % de todos los nucleétidos de citidina son 2’-OMe citidina y el 100 % de todos los nucleétidos de uridina son
2’-OMe uridina.

En condiciones de transcripcion de dRmY, la mezcla de reaccion de transcripcion comprende 2' desoxi adenosin
trifosfato, 2’-desoxi guanosin trifosfato, 2'-O-metil citidin trifosfato, y 2’-O-metil uridin trifosfato. Los oligonucleétidos
modificados producidos usando las condiciones de transcripcion de dRmY de la presente invencion comprenden
sustancialmente todos 2'-desoxi adenosina, 2’-desoxi guanosina, 2’-O-metil citidina, y 2’-O-metil uridina. En una
realizacién preferida, los oligonucledtidos modificados resultantes de la presente invencién comprenden una
secuencia donde al menos el 80 % de todos los nucledtidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, al menos el 80 %
de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-desoxi guanosina, al menos el 80 % de todos los nucleétidos de citidina
son 2'-O-metil citidina, y al menos el 80 % de todos los nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina. En una realizacién
mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes de la presente invencidbn comprenden una secuencia
donde al menos el 90 % de todos los nucleétidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, al menos el 90 % de todos los
nucleétidos de guanosina son 2'-desoxi guanosina, al menos el 90 % de todos los nucledtidos de citidina son 2'-O-metil
citidina, y al menos el 90 % de todos los nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina. En una realizaciéon lo mas
preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes de la presente invencion comprenden una secuencia donde el
100 % de todos los nucleétidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, el 100 % de todos los nucleétidos de guanosina
son 2' desoxi guanosina, el 100 % de todos los nucledtidos de citidina son 2'-O-metil citidina, y el 100 % de todos los
nucledtidos de uridina son 2'-O-metil uridina.

En condiciones de transcripcion de rGmH, la mezcla de reaccion de transcripcion comprende 2'-OH guanosin
trifosfato, 2’-OMe citidin trifosfato, 2’-OMe uridin trifosfato, y 2°-OMe adenosin trifosfato. Los oligonucleétidos
modificados producidos usando las mezclas de transcripcion de rGmH de la presente invencion comprende
sustancialmente todos 2'-OH guanosina, 2’-OMe citidina, 2’-OMe uridina, y 2’-OMe adenosina. En una realizacién
preferida, los oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una secuencia donde al menos el 80 % de todos
los nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina, al menos el 80 % de todos los nucleétidos de citidina son 2'-OMe
citidina, al menos el 80 % de todos los nuclettidos de uridina son 2'-OMe uridina, y al menos el 80 % de todos los
nucleétidos de adenosina son 2’-OMe adenosina. En una realizacién mas preferida, los oligonucleétidos modificados
resultantes comprenden una secuencia donde al menos el 96 % de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-OH
guanosina, al menos el 90 % de todos los nucleétidos de citidina son 2'-OMe citidina, al menos el 90 % de todos los
nucleétidos de uridina son 2'-OMe uridina, y al menos el 90 % de todos los nucleétidos de adenosina son 2’-OMe
adenosina. En una realizacion lo mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde el 100 % de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina, el 100 % de todos los
nucleétidos de citidina son 2'-OMe citidina, el 100 % de todos los nucleétidos de uridina son 2'-OMe uridina, y el 100 %
de todos los nuclettidos de adenosina son 2’-O-metil adenosina.

En condiciones de transcripcion de /mGmH, la mezcla de reaccion de transcripcion comprende 2'-O-metil adenosin
trifosfato, 2’-O-metil citidin trifosfato, 2’-O-metil guanosin trifosfato, 2'-O-metil uridin trifosfato y 2’-OH guanosin
trifosfato. Los oligonucleétidos modificados resultantes producidos usando las mezclas de transcripcién de /mGmH de
la presente invencion comprende sustancialmente todos 2'-O-metil adenosina, 2’-O-metil citidina, 2’-O-metil
guanosina, y 2’-O-metil uridina, en los que la poblacién de nucledtidos de guanosina tiene un maximo de
aproximadamente el 10 % de 2'-OH guanosina. En una realizacion preferida, los oligonucleétidos modificados de
r/mGmH resultantes de la presente invencion comprenden una secuencia donde al menos el 80 % de todos los
nucle6tidos de adenosina son 2'-O-metil adenosina, al menos el 80 % de todos los nucleétidos de citidina son
2'-O-metil citidina, al menos el 80 % de todos los nucledtidos de guanosina son 2'-O-metil guanosina, al menos el 80 %
de todos los nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina, y no mas de aproximadamente el 10 % de todos los
nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina. En una realizacion mas preferida, los oligonucleétidos modificados
resultantes comprenden una secuencia donde al menos el 90 % de todos los nucleétidos de adenosina son 2'-O-metil
adenosina, al menos el 90 % de todos los nucleétidos de citidina son 2'-O-metil citidina, al menos el 90 % de todos los
nucleétidos de guanosina son 2'-O-metil guanosina, al menos el 90 % de todos los nucleétidos de uridina son
2'-O-metil uridina, y no mas de aproximadamente el 10 % de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina.
En una realizacion lo mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una secuencia donde el
100 % de todos los nucleotidos de adenosina son 2'-O-metil adenosina, el 100 % de todos los nucledtidos de citidina
son 2'-O-metil citidina, el 90 % de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-O-metil guanosina, y el 100 % de todos los
nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina, y no mas de aproximadamente el 10 % de todos los nucledtidos de
guanosina son 2'-OH guanosina.

En condiciones de transcripcion de mRmY (también citadas en el presente documento como MNA), la mezcla de
transcripcion comprende solo 2'-O-metil adenosin trifosfato, 2’-O-metil citidin trifosfato, 2’-O-metil guanosin trifosfato,
2’-O-metil uridin trifosfato. Los oligonucleétidos modificados resultantes producidos usando la mezcla de transcripcion
mRmY de la presente invencion comprenden una secuencia donde el 100 % de los nucleétidos de adenosina son
2'-O-metil adenosina, el 100 % de todos los nucleétidos de citidina son 2'-O-metil citidina, el 100 % de los nucleétidos
de guanosina son 2'-O-metil guanosina (excepto para la primera guanosina del oligonucleétido), y el 100 % de todos
los nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina.
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En condiciones de transcripcién de fGmH, la mezcla de reaccion de transcripcion comprende 2'-O-metil adenosin
trifosfato, 2’-O-metil uridin trifosfato, 2’-O-metil citidin trifosfato, y 2'-F guanosin trifosfato. Los oligonucleétidos
modificados producidos usando las condiciones de transcripcion de fGmH de la presente invencién comprenden
sustancialmente todos 2'-O-metil adenosina, 2’-O-metil uridina, 2'-O-metil citidina, y 2'-F guanosina. En una realizacién
preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una secuencia donde al menos el 80 % de todos
los nucleétidos de adenosina son 2'-O-metil adenosina, al menos el 80 % de todos los nucleétidos de uridina son
2'-O-metil uridina, al menos el 80 % de todos los nucledtidos de citidina son 2'-O-metil citidina, y al menos el 80 % de
todos los nucleétidos de guanosina son 2'-F guanosina, En una realizacion mas preferida, los oligonucleétidos
modificados resultantes comprenden una secuencia donde al menos el 90 % de todos los nucleétidos de adenosina
son 2'-O-metil adenosina, al menos el 90 % de todos los nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina, al menos el 90 %
de todos los nucleétidos de citidina son 2'-O-metil citidina, y al menos el 90 % de todos los nucleétidos de guanosina
son 2'-F guanosina, En una realizacion lo mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una
secuencia donde el 100 % de todos los nucleotidos de adenosina son 2'-O-metil adenosina, el 100 % de todos los
nucledtidos de uridina son 2'-O-metil uridina, el 100 % de todos los nucleétidos de citidina son 2'-O-metil citidina, y el
100 % de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-F guanosina.

En condiciones de transcripcion de dAmB, los fosfatos, 2’-O-metil citidin trifosfato, 2’-O-metil guanosin trifosfato, y
2’-O-metil uridin trifosfato. Los oligonucleétidos modificados producidos usando las mezclas de transcripcién de dAmB
de la presente invencidon comprenden sustancialmente todos 2'-desoxi adenosina, 2’-O-metil citidina, 2’-O-metil
guanosina, y 2’-O-metil uridina. En una realizacion preferida, los oligonucleotidos modificados resultantes comprenden
una secuencia donde al menos el 80 % de todos los nucleotidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, al menos el 80
% de todos los nucleétidos de citidina son 2'-O-metil citidina, al menos el 80 % de todos los nucleétidos de guanosina
son 2'-O-metil guanosina, y al menos el 80 % de todos los nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina. En una
realizacién mas preferida, los oligonucleotidos modificados resultantes comprenden una secuencia donde al menos el
90 % de todos los nucleétidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, al menos el 90 % de todos los nucleétidos de
citidina son 2'-O-metil citidina, al menos el 90 % de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-O-metil guanosina, y al
menos el 90 % de todos los nucleotidos de uridina son 2'-O-metil uridina. En una realizacién lo mas preferida, los
oligonucledtidos modificados resultantes de la presente invencidon comprenden una secuencia donde el 100 % de
todos los nucleétidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, el 100 % de todos los nucledtidos de citidina son
2'-O-metil citidina, el 100 % de todos los nucleotidos de guanosina son 2'-O-metil guanosina, y el 100 % de todos los
nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina.

En cada caso, los productos de transcripcion pueden usarse después como la biblioteca en el proceso SELEX™ para
identificar aptdmeros y/o para determinar un motivo conservado de secuencias que tienen especificidad de unién para
una diana determinada. Las secuencias resultantes ya estan estabilizadas, eliminando esta etapa del proceso para
llegar a una secuencia de aptamero estabilizada y dando un aptdmero mucho mas estabilizado como resultado. Otra
ventaja del proceso SELEX™ de 2'-OMe es que es probable que las secuencias resultantes necesiten menos
nucleétidos de 2'-OH en su secuencia, posiblemente ninguno. Aunque permanezcan nucleétidos 2'-OH, pueden
eliminarse efectuando modificaciones después de SELEX™.

Como se describe mas adelante, pueden obtenerse rendimientos mas bajos, aunque Utiles, de transcritos que
incorporan por completo nucleétidos sustituidos en 2' en condiciones distintas de las condiciones optimizadas
descritas anteriormente. Por ejemplo, las variaciones de las condiciones de transcripcién incluyen:

La concentracion del tampon HEPES puede variar de 0 a 1 M. La presente invencién también contempla el uso de
otros agentes tamponadores que tienen un pKa entre 5y 10 incluyendo, por ejemplo, tris(hidroximetil)aminometano,

La concentracién de DTT puede variar de 0 a 400 mM. Los métodos de la presente invencién también proporcionan el
uso de otros agentes reductores incluyendo, por ejemplo, mercaptoetanol.

La concentracién de espermidina y/o espermina puede variar de 0 a 20 mM.

La concentracion de PEG-8000 puede variar de 0 al 50 % (p/v). Los métodos de la presente invencién también
proporcionan el uso de otros polimeros hidrofilos incluyendo, por ejemplo, PEG de distinto peso molecular u otros
polialquilenglicoles.

La concentracién de Tritén X-100 puede variar de 0 al 0,1 % (p/v). Los métodos de la presente invencion también
proporcionan el uso de otros detergentes no idnicos incluyendo, por ejemplo, otros detergentes, incluyendo otros
detergentes de Tritén-X.

La concentracion de MgCl, puede variar de 0,5 mM a 50 mM. La concentracion de MnCl, variar de 0,15 mM a 15 mM.
Tanto MgCl> como MnCl, tienen que estar presentes en los intervalos descritos, y en una realizacién preferida estan
presente en una relacién de aproximadamente 10 a aproximadamente 3 de MgCl>:MnCly, preferentemente, la relacion
es aproximadamente 3-5:1, mas preferentemente, la relacién es aproximadamente 3-4:1.

La concentracién de 2’-OMe NTP (de cada NTP) puede variar de 5 pM a 5 mM.
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La concentracion de 2’-OH GTP puede variar de 0 pM a 300 pM. En algunas realizaciones, la transcripcién sucede en
ausencia de 2°-OH GTP (0 uM).

La concentracién de 2-OH GMP, guanosina u otra 2'-OH G sustituida en una posicion distinta de la posicion 2' en el
azUlcar, puede variar de 0 a 5 mM y donde, en algunas realizaciones, 2’-OH GTP no esta incluida en la reaccién, se
necesita 2’-OH GMP y puede variar de 5 uM a 5 mM.

El molde de DNA puede variar de 5 nM a 5 mM.

La concentracién de polimerasa mutante puede variar de 2 nM a 20 mM.

La pirofosfatasa inorganica puede variar de 0 a 100 unidades/ml.

El pH puede variar de pH 6 a pH 9. Los métodos de la presente invencidén pueden realizarse dentro de un intervalo de
pH de actividad de la mayor parte de las polimerasas que incorporan nucleétidos modificados.

La reaccion de transcripcién puede dejarse suceder desde aproximadamente una hora a semanas, preferentemente
de aproximadamente 1 a aproximadamente 24 horas.

Los aptameros seleccionados que tienen la mayor afinidad y especificidad de unién, segin se demuestra por ensayos
biolégicos como se describen en los ejemplos mas adelante, son agentes terapéuticos adecuados para tratar
afecciones en las que la proteina de complemento C5 esta involucrada en la patogénesis.

QUIMICA MEDICINAL DE APTAMEROS

Una vez se han identificado los aptdmeros que se unen a una diana deseada, pueden efectuarse de manera opcional
varias técnicas para aumentar adicionalmente la unién y/o caracteristicas funcionales de las secuencias de aptamero
identificadas. Los aptameros que se unen a una diana seleccionada identificada mediante el proceso SELEX™
(incluyendo SELEX™ modificado en 2') pueden truncarse opcionalmente para obtener la secuencia minima de
aptamero (también citada en el presente documento "construccién minimizada") que tiene las caracteristicas de unién
y/o funcionales deseadas. Un método para lograr esto es usando programas de plegado y analisis de secuencias (por
ejemplo, alineando secuencias de clones resultantes de una seleccién para buscar motivos conservados y/o
covariacién) para informar el disefio de construcciones minimizadas. También pueden efectuarse experimentos de
sondado bioquimico para determinar los extremos 5'y 3' de una secuencia de aptamero para informar el disefio de
construcciones minimizadas. Las construcciones minimizadas pueden sintetizarse quimicamente y probarse su unién
y caracteristicas funcionales en comparacion con la secuencia no minimizada a partir de la cual se derivaron. Las
variantes de una secuencia de aptamero que contienen una serie de eliminaciones 5', 3' y/o internas también pueden
sintetizarse quimicamente de manera directa y probarse para su unién y/o caracteristicas funcionales en comparacién
con la secuencia de aptamero no minimizada a partir de la cual se derivan.

Adicionalmente, las reselecciones dopadas pueden usarse para explorar las necesidades de la secuencia dentro de
una sola secuencia de aptamero activo (es decir, un aptdmero que se une a una diana deseada identificada mediante
el proceso SELEX™ (incluyendo SELEX™ modificado en 2’), o una sola secuencia de aptamero minimizada. Las
reselecciones dopadas se efectian usando un conjunto sintético degenerado que se ha disefiado basandose solo en
la secuencia de interés. El nivel de degeneracién normalmente varia del 70 % al 85 % del nucledtido de tipo silvestre,
es decir, la secuencia de interés individual. Por lo general, las secuencias con mutaciones neutrales se identifican
mediante el proceso de seleccién dopada, pero en algunos casos, los cambios de secuencia pueden dar como
resultado mejoras en la afinidad. La informacién de secuencia compuesta a partir de clones identificados usando
reselecciones dopadas puede usarse a continuacion para identificar el motivo minimo de unién y ayudar a los
esfuerzos de optimizacion.

Las secuencias de aptamero identificadas usando el proceso SELEX™ (incluyendo SELEX modificado en 2' y
reselecciones dopadas) y/o secuencias de aptamero minimizadas también pueden optimizarse de manera opcional
después de SELEX™ usando quimica medicinal de aptameros para efectuar mutagénesis al azar o dirigida de las
secuencias para aumentar la afinidad de unién y/o caracteristicas funcionales, o como alternativa para determinar qué
posiciones en la secuencia son esenciales para la actividad de unién y/o caracteristicas funcionales.

La quimica medicinal de aptameros es una mejora en la técnica de aptameros en la que conjuntos de variantes de
aptameros se sintetizan quimicamente. Estos conjuntos de variantes difieren normalmente del aptdmero parental
mediante la introduccion de un solo sustituyente, y difieren entre si por la localizacién de este sustituyente. Estas
variantes entonces se comparan entre si y con la parental. Las mejoras en las caracteristicas pueden ser
suficientemente profundas como para que la inclusién de un solo sustituyente puede ser todo lo necesario para lograr
un criterio terapéutico particular.

Como alternativa, la informacién obtenida a partir del conjunto de variantes sencillas puede usarse para disefiar
conjuntos adicionales de variantes en las que se introduce mas de un sustituyente de manera simultanea. En una
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estrategia de disefo, se clasifican todas las variantes de sustituyente individuales, se seleccionan las 4 mejores y
todas las posibles combinaciones dobles (6), triples (4) y cuadruples (1) de estas 4 variantes de un solo sustituyente se
sintetizan y ensayan. En una segunda estrategia de disefo, la mejor variante de un solo sustituyente se considera
como la nueva parental y todas las variantes de doble sustituyente que incluyen a esta variante de un solo sustituyente
de mayor clasificacion se sintetizan y ensayan. Pueden usarse otras estrategias, y estas estrategias pueden aplicarse
de manera repetida, de tal modo que el nimero de sustituyentes se aumenta gradualmente mientras que se continla
identificando posibles variantes adicionales.

La quimica medicinal de aptameros puede usarse en particular como un método para explorar la introduccién local
mas que la global de sustituyentes. Debido a que los aptdmeros se descubren dentro de bibliotecas que se generan
mediante transcripcion, cualquier sustituyente que se introduzca durante el proceso SELEX™ deben introducirse de
manera global. Por ejemplo, si se desea introducir engarces de fosforotioato entre nucleétidos, estos solo pueden
introducirse en cada A (o cada G, C, T, U etc.) (sustituidos globalmente). Los aptameros que necesitan fosforotioatos
en algunas A (o algunas G, C, T, U etc.) (sustituidos localmente) pero que no pueden tolerarlo en otras A no pueden
descubrirse facilmente mediante este proceso.

Los tipos de sustituyente que pueden utilizarse mediante el proceso de quimica médica de aptameros estan solo
limitados por la capacidad para generarlos como reactivos de sintesis de fase sélida e introducirlos en un esquema de
sintesis de oligdmeros. El proceso no estéa limitado ciertamente solo a nucleétidos. Los esquemas de quimica médica
de aptameros pueden incluir sustituyentes que introducen voluminosidad estérica, hidrofobicidad, hidrofilidad,
lipofilidad, lipofobicidad, carga positiva, carga negativa, carga neutra, zwitteriones, capacidad de polarizacion,
resistencia a nucleasas, rigidez conformacional, flexibilidad conformacional, caracteristicas de unién a proteinas, masa
etc. Los esquemas de quimica médica de aptameros pueden incluir modificaciones de bases, modificaciones de
azucares o modificaciones de engarce fosfodiéster.

Cuando se consideran los tipos de sustituyentes que es probable que sean beneficiosos dentro del contexto de un
aptamero terapéutico, puede ser deseable introducir sustituciones que se encuentren dentro de una o mas de las
siguientes categorias:

(1) Sustituyentes ya presentes en el organismo, por ejemplo, 2’-desoxi, 2’-ribo, 2'-O-etil purinas o pirimidinas o
5-metil citosina.

(2) Sustituyentes que ya son parte de un agente terapéutico aprobado, por ejemplo, oligonucleétidos unidos a
fosforotioato.

(3) Sustituyentes que hidrolizan o degradan a una de las categorias anteriores, por ejemplo, oligonucleétidos
unidos a metilfosfonato.

Los aptameros de la presente invencion incluyen aptameros desarrollados mediante quimica medicinal de aptameros
como se describe en el presente documento.

La afinidad de unién a la diana de los aptameros de la presente invencién puede determinarse mediante una serie de
reacciones de union entre el aptamero y la diana (por ejemplo, una proteina) en el que una traza de aptdmero marcado
con %P se incuba con diluciones en serie de la diana en un medio tamponado y después se analizan mediante filtracion
en nitrocelulosa usando un colector de filtracién al vacio. Citado en el presente documento como el ensayo de unién
por transferencia de puntos, este método usa un medio de filtracion en tres capas que consiste (de arriba a abajo) en
nitrocelulosa, fibra de nylon, y papel de transferencia de gel. El ARN que esta unido a la diana se captura sobre el filtro
de nitrocelulosa mientras que el ARN no unido a la diana se captura en el filtro de nylon. El papel de transferencia de
gel se incluye como medio de soporte para otros filtros. Después de filtracion, las capas de filtro se separan, secan y
exponen a una pantalla de fésforo y se cuantifican usando un sistema de formacién de imagenes fosforescentes a
partir de este. Los resultados cuantificados pueden usarse para generar curvas de union de aptamero a partir de las
cuales pueden calcularse las constantes de disociacion (Kp). En una realizacion preferida, el medio tamponado usado
para llevar a cabo las reacciones de unién es PBS de Dulbecco 1X (con Ca++ y Mg++) mas BSA 0,1 mg/ml.

En general, la capacidad de un aptamero para modular la actividad funcional de una diana, es decir, la actividad
funcional del aptamero, puede determinarse usando modelos in vitro e in vivo, que variaran dependiendo de la funcion
biolégica de la diana. En algunas realizaciones, los aptameros de la presente invencién pueden inhibir una funcién
biolégica conocida de la diana, mientras que en otras realizaciones, los aptameros de la invencién pueden estimular
una funcién biolégica conocida de la diana. La actividad funcional de los aptameros de la presente invencion puede
determinarse usando modelos in vitro e in vivo disefiados para medir una funcién conocida de una diana de
componente de complemento.

Los aptameros de la presente invencidon pueden adaptarse de manera rutinaria para fines diagnésticos de acuerdo con
cualquier nimero de técnicas empleadas por aquellos expertos en la materia. La utilizacién diagnostica puede incluir
aplicaciones diagndsticas tanto in vivo como in vitro. Los agentes diagnosticos solo necesitan ser capaces de permitir
al usuario identificar la presencia de una diana dada en una localizacién o concentracién particular. Solo la capacidad
para formar pares de unién con la diana puede ser suficiente para activar una sefnal positiva para fines diagndsticos.
Los expertos en la materia también seran capaces de adaptar cualquier aptamero mediante procedimientos conocidos
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en la técnica para incorporar un marcador para detectar la presencia de dicho ligando. Dicho marcador puede usarse
en un numero de procedimientos diagndsticos.

MODULACION DE FARMACOCINETICA Y BIODISTRIBUCION DE AGENTES TERAPEUTICOS DE APTAMERO

Es importante que las propiedades farmacocinéticas para todos los agentes terapéuticos basados en oligonucle6tidos,
incluyendo aptameros, se disefien para armonizar con la aplicacion farmacéutica deseada. Mientras que los
aptameros dirigidos contra dianas extracelulares no necesitan sufrir dificultades asociadas con el suministro
intracelular (como es el caso de agentes terapéuticos antisentido y basados en ARNi), dichos aptameros aun tienen
que ser capaces de distribuirse a los érganos y tejidos diana, y de permanecer en el organismo (no modificados)
durante un periodo de tiempo consistente con la pauta de dosificacién deseada.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona materiales y métodos para afectar a la farmacocinética de
composiciones de aptameros, y, en particular, la capacidad para ajustar la farmacocinética del aptamero. La capacidad
de ajuste (es decir, la capacidad para modular) la farmacocinética de aptameros se logra mediante conjugacion de
restos modificantes (por ejemplo, polimeros de PEG) al aptamero y/o la incorporacion de nucleétidos modificados (por
ejemplo, 2'-fluoro o 2'-O-metilo) para alterar la composicion quimica del acido nucleico. La capacidad para ajustar la
farmacocinética del aptdmero se usa en la mejora de aplicaciones terapéuticas existentes, o como alternativa, en el
desarrollo de nuevas aplicaciones terapéuticas. Por ejemplo, en algunas aplicaciones terapéuticas, por ejemplo, en un
marco antineoplasico o de cuidados agudos donde puede desearse una eliminacién o inactivacién rapida, es deseable
disminuir los tiempos de residencia de los aptameros en la circulacion. Como alternativa, en otras aplicaciones
terapéuticas, por ejemplo, terapias de mantenimiento donde se desea la circulacion sistémica de un agente
terapéutico, puede ser deseable aumentar los tiempos de residencia de los aptameros en circulacién.

Ademas, la capacidad de armonizar la farmacocinética de un aptamero se usa para modificar la biodistribucién de un
agente terapéutico de aptamero en un sujeto. Por ejemplo, en algunas aplicaciones terapéuticas, puede ser deseable
alterar la biodistribucion de un agente terapéutico de aptamero en un esfuerzo por dirigirse a un tipo particular de tejido
o un érgano (o conjunto de 6rganos) especifico. En estas aplicaciones, el agente terapéutico de aptamero se acumula
preferentemente en un tejido u 6rgano (u érganos) especifico. En otras aplicaciones terapéuticas, puede ser deseable
dirigirse a tejidos que muestran un marcador celular o un sintoma asociado con una enfermedad dada, lesion celular u
otra patologia anormal, de tal modo que el agente terapéutico de aptamero se acumula preferentemente en el tejido
afectado. Por ejemplo, como se describe en la solicitud provisional de los Estados Unidos con numero de Serie
60/550790 (US 2006/0030535), registrada el 5 de marzo de 2004, y titulada "Controlled Modulation of the
Pharmacokinetics and Biodistribution of Aptamer Therapeutics", y en la solicitud no provisional de los Estados Unidos
con numero de Serie 11/075.648 (US 2006/0030535), registrada el 7 de marzo de 2005, y titulada "Controlled
Modulation of the Pharmacokinetics and Biodistribution of Aptamer Therapeutics", La PEGilacién de un agente
terapéutico de aptamero (por ejemplo, PEGilacién con un polimero de PEG de 20 kDa) se usa para dirigirse a tejidos
inflamados, de tal modo que el agente terapéutico de aptamero PEGilado se acumula preferentemente en tejido
inflamado.

Para determinar los perfiles farmacocinéticos y de biodistribucion de agentes terapéuticos de aptamero (por ejemplo,
conjugados de aptamero o aptameros que tienen quimicas alteradas, tales como nucleétidos modificados) se
controlan varios parametros. Dichos parametros incluyen, por ejemplo, la semivida (t1,2), la eliminacién en plasma (Cl),
el volumen de distribucion (Vss), el area bajo la curva (ABC) de concentracién-tiempo, concentracién maxima en suero
o plasma observada (Cmax), y €l tiempo medio de residencia (TMR) de una composicion de aptamero. Como se usa en
el presente documento, el término "ABC" se refiere al area bajo la representacion de la concentracidn en plasma de un
agente terapéutico de aptamero frente al tiempo después de la administracion del aptamero. El valor del ABC se usa
para estimar la biodisponibilidad (es decir, el porcentaje de agente terapéutico de aptamero administrado en
circulacion después de la administracién del aptamero) y/I la eliminacion total (Cl) (es decir, la velocidad a la cual el
agente terapéutico de aptamero se elimina de la circulacién) de un agente terapéutico de aptdmero determinado. El
volumen de distribucién se relaciona con la concentraciéon en plasma de un agente terapéutico de aptamero a la
cantidad de aptamero presente en el organismo. Cuando mayor sea el Vss, mas se encontrard un aptamero fuera del
plasma (es decir, mayor extravasacion).

La presente invencién proporciona materiales y métodos para modular, de manera controlada, la farmacocinética y la
biodistribucion de composiciones estabilizadas de aptamero in vivo conjugando un aptdmero a un resto modulador, tal
como una molécula pequefa, péptido, o grupo terminal de polimero, o incorporando nucleétidos modificados en un
aptamero. Como se describe en este documento, la conjugacién de un resto modificante y/o la alteracion de la
composicién quimica del nucle6tido (o los nucleétidos) altera aspectos fundamentales del tiempo de residencia del
aptamero en la circulacion y la distribucién a los tejidos.

Ademas de la eliminacién mediante nucleasas, los agentes terapéuticos de oligonucleétidos estan sujetos a
eliminacion mediante filtracion renal. Como tal, un oligonucledtido resistente a nucleasas administrado por via
intravenosa exhibe una semivida in vivo de <10 min, a menos que pueda bloquearse la filtraciéon. Esto puede lograrse
facilitando una rapida distribucion fuera del torrente sanguineo hacia tejidos o aumentando el peso molecular aparente
del oligonucleétido por encima del valor efectivo de corte por tamafo de los glomérulos. La conjugacién de agentes
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terapéuticos pequefos a un polimero de PEG (PEGilacion), descrita mas adelante, puede alargar drasticamente los
tiempos de residencia de los aptdmeros en la circulacion, por tanto disminuyendo la frecuencia de dosificacién y
potenciando la efectividad contra dianas vasculares.

Ademas, también puede modularse la filiracion de aptameros desde el tejido ocular, en particular bloquearse,
aumentando el peso molecular aparente del aptamero de la invencidn, tal como mediante conjugacion a un polimero
de PEG.

Los aptameros pueden conjugarse a varios restos modificantes, tales como polimeros de elevado peso molecular, por
ejemplo, PEG; péptidos, por ejemplo, Tat (un fragmento de 13 aminoacidos de la proteina Tat del VIH (Vives, et al.,
(1997), J. Biol. Chem. 272(25): 16010-7)), Ant (una secuencia de 16 aminodcidos derivada de la tercera hélice de la
proteina homedtica de Drosophila antennapedia (Pietersz, et al., (2001), Vaccine 19(11-12): 1397-405)) y Argz (un
péptido corto cargado positivamente permeable a células compuesto de poliarginina (Arg7) (Rothbard, et al., (2000),
Nat. Med. 6(11): 1253-7; Rothbard, J et al. (2002), J. Med. Chem. 45(17): 3612-8)); y moléculas pequefas, por
ejemplo, compuestos lipéfilos, tales como colesterol. De entre los varios conjugados descritos en el presente
documento, las propiedades in vivo de los aptameros se alteran mas profundamente mediante conjugacion con grupos
PEG. Por ejemplo, descritos en la solicitud no provisional citada anteriormente (nimero de serie de los Estados Unidos
11/075.648 registrada el 7 de marzo de 2005, y titulada "Controlled Modulation of the Pharmacokinetics and
Biodistribution of Aptamer Therapeutics"), conjugacion de un agente terapéutico de aptadmero con un polimero de PEG
de 20 kDa impide la filtracion renal y promueve la distribucion del aptdmero a tejidos tanto sanos como inflamados.
Ademas, el conjugado de polimero de PEG de 20 kDa-aptamero se ha mostrado practicamente tan efectivo como un
polimero de PEG de 40 kDa para prevenir la filtracion renal de aptameros. Mientras que un efecto de la PEGilacion es
sobre la eliminacién de aptamero, la exposicion sistémica prolongada producida por la presencia del resto de 20 kDa
facilita la distribucion de aptamero a tejidos, en particular aquellos de 6rganos elevadamente perfusionado y aquellos
en el sitio de inflamacion. El conjugado aptamero-polimero de PEG de 20 kDa dirige la distribucién del aptamero al sitio
de inflamacién, de tal modo que el aptdmero PEGilado se acumula preferentemente en tejido inflamado. En algunos
casos, el conjugado de aptamero PEGilado de 20 kDa es capaz de acceder al interior de células, tales como, por
ejemplo, células renales.

En general, los efectos de la farmacocinética del aptamero y distribucion en tejidos producidos por restos modificantes
de bajo peso molecular, incluyendo colesterol y péptidos permeabilizantes a células son normalmente menos
pronunciados que aquellos producidos como resultado de la PEGilacién o modificacién de nucleétidos (por ejemplo,
una composicion quimica alterada). Aunque no se pretende estar unidos a teoria alguna, se sugiere que las
asociaciones mediadas por colesterol con lipoproteinas de plasma, que se postula que suceden en el caso del
conjugado antisentido, estan excluidas en el contexto particular de la estructura plegada del conjugado
aptamero-colesterol, y/o se relacionan con el aspecto o naturaleza lipéfila del grupo colesterol. Al igual que el
colesterol, la presencia de un marcador de péptido Tat promueve la eliminacion del aptamero del torrente sanguineo,
con niveles comparativamente altos de conjugado apareciendo en los rifiones a las 48 horas. Otros péptidos (por
ejemplo, Ant, Arg) que se ha comunicado en la técnica que actian como mediadores en el paso de macromoléculas a
través de las membranas celulares in vitro, no parecen promover la eliminacion del aptamero de la circulacién. Sin
embargo, al igual que Tat, el conjugado Ant se acumula significativamente en los rifiones en relacion con otros
aptameros. Aunque sin desear quedar ligado a ninguna teoria, es posible que la presentacion desfavorable de los
restos modificantes de péptido Ant y Argz en el contexto de aptameros plegados tridimensionalmente in vivo, deteriore
la capacidad de estos péptidos para influenciar en las propiedades de transporte del aptamero.

Los oligonucleétidos modificados también pueden usarse para modular la eliminaciéon de los aptameros del plasma.
Por ejemplo, un aptdmero no conjugado que incorpora, por ejemplo, 2’-fluoro, 2-OMe y/o quimicas estabilizantes de
fosforotioato, que es tipico de los aptameros de la generacion actual ya que exhibe un elevado grado de estabilidad a
nucleasas in vitro e in vivo, muestra una rapida pérdida desde el plasma (es decir, eliminacion rapida del plasma) y una
distribucion rapida dentro de los tejidos, principalmente dentro del rifién, cuando se compara con aptadmero no
modificado.

Acidos nucleicos derivatizados mediante PAG

Como se ha descrito anteriormente, la derivatizacion de acidos nucleicos con polimeros no inmunogénicos de elevado
peso molecular tiene el potencial de alterar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los acidos
nucleicos haciéndolos agentes terapéuticos mas eficaces. Los cambios favorables en la actividad pueden incluir
resistencia aumentada a la degradacion por nucleasas, filtracién disminuida a través de los riflones, exposicion
disminuida al sistema inmune, y distribucién alterada del agente terapéutico a través del organismo.

Las composiciones de aptamero de la invencioén pueden derivatizarse con restos de polialquilenglicol ("PAG"). Los
ejemplos de acidos nucleicos derivatizados con PAG se encuentran en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos
con N¢ de Serie 10/718.833 (US 2004/0180360), presentada el 21 de noviembre de 2003. Los polimeros tipicos
usados en la invencion incluyen poli(etilenglicol) ("PEG"), también conocido como poli(éxido de etileno) ("PEO) y
polipropilenglicol (incluyendo poli isopropilenglicol). Adicionalmente, pueden usarse copolimeros al azar o de bloque
de diferentes 6xidos de alquileno (por ejemplo, 6xido de etileno y 6xido de propileno) en muchas aplicaciones. En su
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forma mas comun, un polialquilenglicol, tal como PEG, es un polimero lineal terminado en cada extremo con grupos
hidroxilo: HO-CH2CH»0-(CH>CH20),-CH2CH>-OH. Este polimero, alfa-, omega-dihidroxipoli(etilenglicol), también
puede representarse como HO-PEG-OH, donde se entiende que el simbolo -PEG- representa la siguiente unidad
estructural: - CH,CH20-(CH2CH20),-CH>CHa- donde n varia normalmente de aproximadamente 4 a aproximadamente
10.000.

Normalmente, los polimeros de PAG adecuados para indicaciones terapéuticas tienen las propiedades de solubilidad
en agua y, en muchos disolventes organicos, ausencia de toxicidad, y ausencia de inmunogenicidad. Un uso de los
PAG es unir al polimero de manera covalente moléculas insolubles para hacer que el "conjugado” PAG-molécula
resultante sea soluble. Por ejemplo, se ha demostrado que, cuando el farmaco insoluble en agua, paclitaxel, se acopla
a PEG, se hace soluble en agua, Greenwald, et al., J. Org. Chem., 60:331-336 (1995). Los conjugados de PAG se
usan a menudo no solo para potenciar la solubilidad y estabilidad sino también para prolongar la semivida de
circulacion en sangre de moléculas.

La capacidad de derivatizacién de PAG, por ejemplo, conjugacion con PEG, para alterar la biodistribucién de un
agente terapéutico se relaciona con un nimero de factores, incluyendo tamafno aparente (por ejemplo, medido en
términos de radio hidrodinamico) del conjugado. Se sabe que los conjugados mayores (>10 kDa) bloquean de manera
mas eficiente la filtracién a través del rifidn y por consiguiente aumentan la semivida en suero de macromoléculas
pequerias (por ejemplo, péptidos, oligonucleotidos antisentido). Se ha demostrado que la capacidad de los conjugados
de PEG para bloquear la filtracién aumenta con el aumento de tamafo de PEG hasta aproximadamente 50 kDa (los
aumentos adicionales tienen un efecto beneficioso minimo ya que la semivida queda definida por el metabolismo
mediado por macréfagos en vez de la eliminacién a través de los rifiones).

Los compuestos derivatizados con PAG de la invencién tienen un tamafio normalmente entre 5 y 80 kDa, aunque
puede usarse cualquier tamafo, dependiendo la eleccion del aptamero y de la aplicacion. Otros compuestos
derivatizados con PAG de la invencion tienen un tamano de entre 10 y 80 kDa. Otros compuestos mas derivatizados
con PAG de la invencion tienen un tamafno de entre 10 y 60 kDa. En algunas realizaciones, Los restos de PAG
derivatizados a composiciones de la presente invencion son PEG en el intervalo de 10, 20, 30, 40, 50, 60, u 80 kDa de
tamafio. En algunas realizaciones, el PEG es PEG lineal, mientras que en otras realizaciones, el PEG es PEG
ramificado. En otras realizaciones mas, el PEG es un PEG ramificado de 40 kDa como se ilustra en la Figura 4. En
algunas realizaciones, el PEG ramificado de 40 kDa esta unido al extremo 5' del aptamero, como se ilustra en la Figura
5.

La presente invencion proporciona una via efectiva en cuanto al coste para la sintesis de conjugados PEG de elevado
peso molecular-acido nucleico (preferentemente, aptadmero) incluyendo multiples &cidos nucleicos PEGilados. La
presente invencién también incluye oligonucledtidos multiméricos unidos a PEG, por ejemplo, aptdmeros dimerizados.
A diferencia de agentes terapéuticos de proteinas expresados biolégicamente, los agentes terapéuticos de aptamero
se sintetizan quimicamente de manera tipica a partir de monémeros de nucleétidos activados. Los conjugados
PEG-acido nucleico pueden prepararse mediante la incorporacién del PEG usando la misma sintesis iterativa de
monomero. Por ejemplo, Los PEG activados mediante conversion a forma de fosforamidita pueden incorporarse a
sintesis de oligonucleétidos de fase sdlida. Como alternativa, la sintesis de oligonucleé6tidos puede completarse con
incorporacion especifica de sitio de un sitio de unién a PEG reactivo.

PEG ACTIVADO

La produccion de PEG de elevado peso molecular (> 10 kDa) puede ser dificil, ineficiente, y costosa. Como una via
hacia la sintesis de conjugados de PEG de elevado peso molecular-acido nucleico, el trabajo anterior se centrd en la
generacién de PEG activados de mayor peso molecular. El método para generar dichas moléculas incluye la formacién
de un PEG activado lineal, o un PEG activado ramificado, en cuyo caso se unen dos o mas PEG a un nucleo central
que porta al grupo activado. Las porciones terminales de estas moléculas de PEG de elevado peso molecular, es decir,
los restos de hidroxilo (-OH) relativamente no reactivos, pueden activarse, o convertirse a restos funcionales, para la
unién de uno o mas de los PEG a otros compuestos como sitios reactivos del compuesto. Los PEG activados
ramificados tendran mas de dos términos, y en los casos donde se han activado mas de dos o mas términos, dichas
moléculas de PEG de elevado peso molecular activadas se citan en el presente documento como PEG multiactivados.
En algunos casos, no se activan todos los términos en una molécula de PEG ramificada. En los casos donde
cualquiera de los dos términos de una molécula de PEG ramificada estén activados, dichas moléculas de PEG se citan
como PEG biactivados. En algunos casos donde solo esta activado un término en una molécula de PEG ramificado,
dichas moléculas de PEG se citan como PEG monoactivados. Como ejemplos de esta estrategia, se han descrito PEG
activados preparados mediante la unién de dos PEG monometoxi a un nucleo de lisina que a continuacion se activan
para reaccion (Harris et al., Nature, vol. 2: 214-221, 2003).

Como se muestra en la Figura 6, la molécula lineal de PEG es difuncional y en ocasiones se cita como "PEG diol". Las
porciones terminales de la molécula de PEG son restos hidroxilo relativamente no reactivos, los grupos -OH, que
pueden activarse, o convertirse a restos funcionales, para la unién del PEG a otros compuestos en sitios reactivos del
compuesto. Dichos PEG dioles activados se citan en el presente documento como PEG biactivados. Por ejemplo, los
restos terminales de PEG diol se han funcionalizado como éster de carbonato activo para reaccion selectiva con restos
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amino mediante sustitucién de los restos hidroxilo relativamente no reactivos, -OH, con restos de éster activo de
succinimidilo a partir de N-hidroxi succinimida. Como alternativa, los PEG dioles pueden activarse con varios grupos,
incluyendo, sin limitacién, acidos a-halo acéticos, epihalohidruros, maleatos, tartratos y carbohidratos que después de
una manipulacién adecuada producirian carbonilo activado o equivalentes para conjugacion. Otros métodos para
activar PEG se describen en Roberts et al., (2002) Advanced Drug Deliver Reviews 54:549-476. Ademas de activar
PEG usando uno de los métodos anteriormente descritos, una o ambas de las funcionalidades del alcohol terminal de
la molécula de PEG pueden modificarse para permitir diferentes tipos de conjugacién a un acido nucleico. Por ejemplo,
convertir una de las funcionalidades del alcohol terminal a una amina, o a un tiol, permite el acceso a conjugados de
urea y tiouretano.

En muchas aplicaciones, es deseable cubrir la molécula de PEG en un extremo con un resto esencialmente no reactivo
de tal modo que la molécula de PEG es mono funcional (0 monoactivada). En el caso de agentes terapéuticos de
proteina que generalmente muestran mdltiples sitios de reaccién para PEG activados, los PEG activados bifuncionales
conducen a una amplia reticulacién, produciendo agregados poco funcionales. Para generar PEG monoactivados, se
sustituye normalmente un resto hidroxilo en el término de la molécula de PEG diol con un resto terminal metoxi no
reactivo, -OCHs. El otro término no reactivo de la molécula de PEG se convierte normalmente a un resto terminal
reactivo que puede activarse para la unién a un sitio reactivo sobre una superficie o una molécula, tal como una
proteina.

APTAMEROS CONJUGADOS A UNO O MAS PEG

De manera mas comun, la sintesis de conjugados PAG de elevado peso molecular-acido nucleico se ha efectuado por
adicion de una amina primaria libre en el extremo 5' (incorporado usando una modificador de fosforamidita en la dltima
etapa de acoplamiento de sintesis de fase sélida). Utilizando esta estrategia, un PEG reactivo (por ejemplo, uno que
esta activado de tal modo que reaccionara y formara un enlace con una amina) se combina con el oligonucleétido
purificado y la reaccién de acoplamiento se llevara a cabo en solucion.

Ademas, los conjugados PAG de elevado peso molecular-acido nucleico-PAG pueden prepararse mediante reaccion
de un PEG activado monofuncional con un acido nucleico que contiene mas de un sitio reactivo. En una realizacién, el
acido nucleico es birreactivo, y contiene dos sitios reactivos: un grupo 5'-amino y un grupo 3'-amino introducido en el
oligonuclettido mediante sintesis de fosforamidita convencional y comenzando con un soporte sélido de 3'-amina, por
ejemplo: la 3-5’-di-PEGilacién como se ilustra en la Figura 6. En realizaciones alternativas, los sitios reactivos pueden
introducirse en posiciones internas, usando, por ejemplo, la posicion 5 de pirimidinas, la posicién 8 de purinas, o la
posicion 2' de ribosa como sitios para la unién de aminas primarias. En dichas realizaciones, el acido nucleico puede
tener varios sitios activados o reactivos y se dice que estan activados de manera multiple.

Para producir un conjugado acido-PEG-acido nucleico, el acido nucleico se sintetiza originalmente de tal modo que
porta un solo sitio reactivo (por ejemplo, estda monoactivado). En una realizacion preferida, este sitio reactivo es un
grupo amino introducido en el extremo 5' mediante adicién de un modificador de fosforamidita como Gltima etapa en la
sintesis de fase sélida del oligonucleétido. En otra realizacién preferida, la sintesis se efectia usando un modificador
de 3'-amina, e introduciendo una amina en el extremo 5', lo que conduce a un 3',5'-diamina oligonucleétido. Después
de la desproteccion y purificacién del oligonucle6tido modificado, se reconstituye a alta concentracion en una solucion
que minimiza la hidrélisis espontdnea del PEG activado. En una realizacion preferida, la concentraciéon de
oligonucleotido es 1 mM y la solucion reconstituida contiene 200 mM de tampon de NaHCOs, pH 8,3. La sintesis del
conjugado se inicia mediante la adicién lenta paso a paso de PEG activado elevadamente purificado. En una
realizacién preferida, el PEG se activa como carbonato de p-nitrofenilo. Después de la reaccion, el conjugado
PEG-acido nucleico se purifica mediante electroforesis en gel o cromatografia liquida para separar especies
completamente, parcialmente, y no conjugadas.

MULTIPLES APTAMEROS CONJUGADOS A UN PEG

La presente invencion también incluye composiciones de aptamero de elevado peso molecular en las que dos 0 mas
restos de acidos nucleicos estan conjugados covalentemente a al menos un resto de polialquilenglicol. Los restos de
poliaquilenglicol sirven como restos estabilizantes. Un resto estabilizante es una molécula, o porcién de una molécula,
que mejora las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de las composiciones de aptamero de elevado peso
molecular de la invencion. En algunos casos, un resto estabilizante es una molécula o porcion de una molécula que
acerca dos 0 mas aptameros, o dominios de aptameros, en proximidad, o proporciona una libertar rotacional general
disminuida de las composiciones de aptamero de elevado peso molecular de la invencién. Un resto estabilizante
puede ser un polialquilenglicol, tal como un polietilenglicol, que puede ser lineal o ramificado, un homopolimero o un
heteropolimero. Otros restos estabilizantes incluyen polimeros, tales como acidos nucleicos de péptidos (PNA). Los
oligonuclettidos también pueden ser restos estabilizantes; dichos oligonucleétidos pueden incluir nucleétidos
modificados, y/o enlaces modificados, tales como fosforotioatos.

Un resto estabilizante puede ser una parte integral de una composicion de aptamero, es decir, esta unido

covalentemente al aptamero. En las composiciones donde un polialquilenglicol esta unido covalentemente a cualquier
extremo de un aptamero, de tal forma que el polialquilenglicol junta los restos de &acido nucleico en una molécula, se
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dice que el polialquilenglicol es un resto enlazador. En dichas composiciones, la estructura primaria de la molécula
covalente incluye la disposicién lineal acido nucleico-PAG-&cido nucleico. Un ejemplo de una composicién donde un
resto estabilizante de PEG sirve como enlazador que separa diferentes porciones de un aptamero es una composicion
donde PEG se conjuga dentro de una sola secuencia de aptamero, de tal forma que la disposicién lineal de la
composicién de aptamero de elevado peso molecular es, por ejemplo, acido nucleico - PEG - &acido nucleico (PEG
-&cido nucleico), donde n es mayor que o igual a 1.

Para producir un conjugado acido-PEG-&cido nucleico, el acido nucleico se sintetiza originalmente de tal modo que
porta un solo sitio reactivo (por ejemplo, estda monoactivado). En una realizacion preferida, este sitio reactivo es un
grupo amino introducido en el extremo 5' mediante adicion de un modificador de fosforamidita como Gltima etapa en la
sintesis de fase sélida del oligonucleétido. Después de la desproteccion y purificacién del oligonucleétido modificado,
se reconstituye a alta concentracion en una solucidon que minimiza la hidrélisis espontanea del PEG activado. En una
realizacién preferida, la concentracion de oligonucleétido es 1 mM y la solucién reconstituida contiene 200 mM de
tampon de NaHCOs;, pH 8,3. La sintesis del conjugado se inicia mediante la adicién lenta paso a paso de PEG
bifuncional elevadamente purificado. En una realizacién preferida, el PEG diol se activa en ambos extremos
(biactivado) mediante derivatizacion como carbonato de p-nitrofenilo. Después de la reaccion, el conjugado PEG-acido
nucleico se purifica mediante electroforesis en gel o cromatografia liquida para separar especies completamente,
parcialmente, y no conjugadas. Pueden unirse multiples moléculas de PAG concatenadas (por ejemplo, como
copolimeros al azar o de bloque) o cadenas mas pequefias de PAG para lograr varios longitudes (o0 pesos
moleculares). Los enlazadores no de PAG pueden usarse entre cadenas de PAG de diversas longitudes.

Los dominios enlazadores también pueden tener uno 0 mas restos de polialquilenglicoles unidos a estos. Dichos PAG
pueden ser de varias longitudes y pueden usarse en combinaciones adecuadas para lograr el peso molecular de la
composicién deseado.

El efecto de un enlazador concreto puede influenciarse tanto por su composiciéon quimica como su longitud. Un
enlazador que sea demasiado largo, demasiado corto, 0 que forme interacciones estéricas y/o i6nicas desfavorables
con el componente diana de complemento impedira la formacion de complejo entre el aptamero y el componente diana
de complemento. Un enlazador, que es mas largo de lo necesario para incluir la distancia entre acidos nucleicos,
puede reducir la estabilidad de unién disminuyendo la concentracion efectiva del ligando. Por tanto, a menudo es
necesario optimizar las composiciones enlazadoras y las longitudes para maximizar la afinidad de un aptamero por
una diana.

Aptameros con afinidad de unién a una proteina CS del sistema de complemento

En algunas realizaciones de la presente invencién, se describen aptameros que son capaces de unirse
especificamente y modular a la proteina de complemento C5. Estos aptameros proporcionan una modalidad de baja
toxicidad, segura y efectiva para tratar, mejorar y/o prevenir varias enfermedades o trastornos relacionados con
complemento incluyendo AMD de tipo exudativo. Estos aptameros también pueden usarse en diagnosticos.

En algunas realizaciones, los aptameros de la presente invencion pueden usarse como un modo de baja toxicidad,
seguro y efectivo para tratar, estabilizar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo ("humedo"). Estos aptameros también
pueden usarse en diagnosticos oculares.

Se proporciona un aptamero aislado de origen no natural que se une a la proteina de complemento C5. Se proporciona
un aptamero aislado de origen no natural que se une a la proteina de complemento C5 para su uso en los métodos de
la invencion para tratar, estabilizar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo. El aptdmero aislado de origen no natural
puede tener una constante de disociacion ("K4") para la proteina de complemento C5 de menos de 100 uM, menos de
1 uM, menos de 500 nM, menos de 100 nM, menos de 50 nM, menos de 1 nM menos de 500 pM, menos de 100 pM,
menos de 50 pM. La constante de disociacion puede determinarse mediante titulacién de transferencia puntual como
se describe en el Ejemplo 1 mas adelante.

El aptamero, para su uso en los métodos de la invencién, modula una funcién de la proteina de complemento C5, en
particular, inhibe una funcién de la proteina de complemento C5 y/o la funcién de una variante de la proteina de
complemento C5. Una variante de la proteina de complemento C5, tal como se usa en el presente documento, incluye
variantes que efectdan esencialmente la misma funciéon que la funcién de la proteina de complemento C5. Una
variante de la proteina de complemento C5 comprende preferentemente sustancialmente la misma estructura y en
algunas realizaciones comprende al menos un 80 % de identidad de secuencia, mas preferentemente al menos un 90
% de identidad de secuencia, y mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de la proteina de complemento C5 que comprende la secuencia de aminoacidos a continuacién (SEC ID
N¢: 102) (citada en Haviland et al., J Immunol. 1 de enero de 1991;146(1 ):362-8).:
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6l
121
181
241
301
361
421
431
541
601
661
721
781
841
901
961

1621
1081

1141
1201
1261
1321
1381
1441

1501

1561
1621

dkkfsyssgh
yvdngflfiht
gilsfpdfki
knfknfeiti
fdsetavkel
1flkpgipyp
vinlpsgviv
hlniivtpks
lvyyivtgeq
alaavdsavy
dsqgendepck
gprcikafte
prrkglgfal
lkgtvynyrt
lpleiglhni
yripldlvpk
vihyletgnh
falrvlggvn

iflgktwgge
vhlssenkfq
dkpvytpdgs
psnprygmwt
karyfynkvv
syysledlnn
ikvgvkdsld
lefnvktdap
pyidkithyn
taelvsdsvw
gvgrgakkpl
eilrprrtlyg
ccvvasglra
pdslttwelq
sgmgfcevkms
nfsletwigk
teikrilsvk
wnifhsdpli
kyvegngnsi
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gtyvisapki

nsailtigpk
vkvrvyslnd
ikakykedfs
teadvyitfg
kylyiavtvi
glvggvpvtl
dlpeengare
ylilskgkii
lnieekcgng
ervigfleks
kkieeiaaky
nishkdmglg
gvgisntgic
avegictses
eilvktlrvv
gllivgeilsa
ekgklkkklk
cnslliwlven

frvgaseniv
qlpgggnpvs
dlkpakretv
ttgtayfevk
iredlkddgk
estggfseea
nagtidvnge
gyraiayssl
hfgtrekfsd
1gvhlspdad
dlgegaggyl
khsvvkkeeoy
rlhmktllpwv
vadtvkakveE
pvidhggtks
pegvkresys
vlsqeginil
egmlsimsyr
ygldngstke

igvygyteaf datisiksyp

yvylevvskh
ltfidpegse
eyvlphfsvs
emmgtamgnt
eipgikyvls
tsdldpsksv
sqsylyidwt
asygsinipv
ayspggtvsl
nnanvfhlag
dgacvnndet
skpeirsyfp
kdvilemnip
skcvrgkveg
gvtldprgiy
thlpkgsaea
nadysysvwk
nsgyapiklg

fskskrmpit
vdmveeidhi
iepeynfigy
mlingiagvt
pyklnlvatp
trvddgvasf
dnhkallvge
tgqnmvpssrl
nmatgndswv
ltfltnanad
ceqraarisl
eswliwevhlv
ysvvrgedqig
ssshlvtftv
gtisrrkefp
elmsvvpviy
ggsastwlta
gtlpvearen

slyltafevi
thpgfrsivs
1kdinyvnpv
galhnykmtd
idtqgdieash
alvegvdaglf
pdkgctmfys
yvkveitsitv
gkealgikyn

girkafdicp
alkrealvkg
ikwleseeqry
knflgrpvev
yrgyansdyk
tdygikdghv
tsnikigkve
envivkykat

Eafryivypla

lvkidralik
nppiyxfwkd
gggfystgdt
1lnddlivst
rivacasykp
ilglnsipss
egaackcvea
lldiyktgea
sltwieywpr

adnfllentl.
nlghkdssvp
inaiegltey
gEgsglatvh
sreesssgss
dflcvzfrif
deggmaeeld
vackdseitf
dttesscgaf

pagstftlai

ntgtarmvet
s8llvkqlrls
vttvvhktst
havmdislpt
elfevgflsp
1tisaetrkg
ikkvtetnae

lanldefaed

sayalslgdk
tayalltsln
mdidvsykhk
seevesfylk
gizaneedlk
atftvyeyhr
tackpeiaya
1lvkgrgylim
iflngc

En algunas realizaciones de la invencion, la identidad de secuencia de variantes diana se determina usando BLAST
como se describe a continuacion. Los términos "identidad de secuencia” en el contexto de dos 0 méas secuencias de
acidos nucleicos o proteinas, se refiere a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son las mismas o tienen un
porcentaje especifico de restos de aminoacidos o nucleétidos que son los mismos, cuando se comparan y alinean para
una maxima correspondencia, segun se mide usando uno de los siguientes algoritmos de comparacién de secuencias
o mediante inspeccion visual. Para la comparaciéon de secuencias, una secuencia actla normalmente como una
secuencia de referencia con la que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de
comparacioén de secuencias, las secuencias de prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan en
caso necesario las coordenadas de secuencia, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencia.
El algoritmo de comparacién de secuencia calcula a continuacién el porcentaje de identidad de secuencia para la
secuencia (0 secuencias) de prueba en relacion a la secuencia de referencia, basédndose en los parametros del
programa designados. La alineacién 6ptima de secuencias para comparacioén puede llevarse a cabo, por ejemplo,
mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo
de alineamiento por homologia de Needleman y Wunsch, J Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda del
método de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), mediante implementaciones
informaticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el paquete informatico de Wisconsin
Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccion visual (véase de manera
general, Ausubel et al., mas adelante).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el tanto por ciento de identidad de secuencia es el
algoritmo usado en la herramienta de blusqueda de alineamiento local basico (en lo sucesivo "BLAST"), véase, por
ejemplo, Altschul et al., J Mol. Biol. 215: 403-410 (1990) y Altschul et al., Nucleic Acids Res. 15: 3389-3402 (1997). El
programa informatico para efectuar analisis de BLAST esta publicamente disponible a través del National Center for
Biotechnology Information (en lo sucesivo "NCBI"). Los parametros por defecto usados para determinar la identidad de
secuencia usando el programa disponible a través del NCBI, por ejemplo, BLASTN (para secuencias de nucledétidos) y
BLASTP (para secuencias de aminoacidos) se describen en McGinnis et al., Nucleic Acids Res. 32: W20-W25 (2004).

Los aptameros anti-C5 de la divulgacion incluyen una mezcla de nucleétidos modificados con 2'-fluoro, nucleétidos
modificados con 2'-OMe ("2'-OMe") y restos de purina 2'-OH. Una secuencia genérica descriptiva (SEC ID N: 1) para
un aptamero anti-C5 modificado se muestra mas adelante en la Tabla 1, y la estructura se muestra en la Figura 3A. La
gran mayoria de purinas (A y G) se han modificado a 2'-OMe, excluyendo solo dos restos de G que permanecen como
2'-OH (restos mostrados en contorno). Los restos marcados con un circulo representan un subconjunto de pirimidinas
que pueden modificarse de manera simultdnea a 2'-H sin alterar de manera sustancial la actividad anti-C5 del
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aptamero (véase ARC33' en la Tabla 1 méas adelante (SEC ID N%: 2, Figura 3B). Los restos subrayados mostrados en
la Figura 3A representan restos de pirimidina que pueden contener o bien una modificacion 2'-fluoro o 2'-H (pero no
2'-OMe), mientras que los restos marcados con un recuadro representan restos de pirimidina que pueden contener una
modificacién 2'-fluoro o 2'-OMe (pero no 2'-H). Los restos indicados con una flecha (—) tienen que contener una
modificacién 2'-fluoro. Sin una modificacion 2'-fluoro en los restos indicados con una flecha (—), la actividad hemolitica
resultante del aptamero resultante se disminuye de manera sustancial.

Un ejemplo de aptamero anti-C5 es ARC186 (SEC ID N°: 4) que se muestra en la Figura 3C y se describe en la Patente
de los Estados Unidos con Numero de Serie 6.395.888. Los 21 restos de pirimidina de ARC186 tienen modificaciones
2'-fluoro. La mayoria de las purinas (14 restos) tienen modificaciones 2'-OMe, excepto para los tres restos de 2'-OH
purina (mostrados en contorno en la Figura 3C). Los aptameros anti-C5 de la invencion también pueden incluir
diferentes mezclas de modificaciones 2'-fluoro y 2'-H. Por ejemplo, otro aptamero anti-C5 es el ARC330 (SEC ID N%: 2)
mostrado en la Figura 3B. ARC330 (SEC ID N 2) contiene siete modificaciones 2'-OH (restos marcados con un
circulo en la Figura 3B), 14 restos de pirimidina con modificaciones 2'-fluoro, 14 restos de purina con modificaciones
2'-OMe, y tres restos de 2'-OH purina (mostrados en contorno en la Figura 3B).

En la siguiente Tabla 1 se describen otras combinaciones de aptameros que contienen una mezcla de modificaciones
2'-fluoro, modificaciones 2'-OMe, restos de 2'-OH purina y conjugacién a compuestos no inmunogénicos de elevado
peso molecular (por ejemplo, PEG) de distintos tamarios, cada uno de los cuales se derivaron de ARC186 (SEC ID N%:
4). Esta divulgacion también comprende aptameros como se describen mas adelante pero que carecen del tapon 3'
(por ejemplo, tap6n de desoxi timidina invertida) y/o aptameros indicados mas adelante pero que comprenden un
tapdn 3' (por ejemplo, dT invertida) donde no se indica un tapén 3'.

A menos que se indique otra cosa, las secuencias de nucleétidos de la Tabla 1 més adelante se listan en direccién 5' a
3'. Para cada una de las secuencias individuales de la Tabla 1, todas las modificaciones 2'-OMe de purina o pirimidina
se indican mediante una "m" precediendo al nucleétido correspondiente; todas las modificaciones 2'-fluoro de
pirimidina se indican mediante una "f" precediendo al nucle6tido correspondiente; todas las modificaciones desoxi de
purina o pirimidina se indican mediante una "d" precediendo al nucleétido correspondiente; y cualquier purina o
pirimidina que aparezca sin una "m", una "f", o una "d" precediendo al nucleétido indica un resto 2'-OH. Ademas, un
"3T" indica una desoxi timidina invertida, "NH" indica un enlazador de hexilamina, "NH2" indica un grupo terminal de
hexilamina, "PEG" indica un grupo de polietilenglicol que tiene el peso molecular indicado, y "biotin" indica un aptamero
que tiene biotina conjugada al extremo 5'.

Tabla 1:

SEC ID N¢: 1
X1 Xof CFCrGfCX3X4fUXsXsX7XeXoX10X11rGX12X13X14X15X16X17X18X19X20X21 X22X23f UfUX24 X25X26 X27X28fC X29

donde:
Xi=fC o mC
Xo=rG o gy
X3=rG o mG
X4=rG o mG
Xs:fC odC
Xe=fU 0 dT
X7=fC odC
Xg=rA o0 mA
Xo=rG o mG
Xi0=rG o mG
X11=fC odC
X12=fC omC
X13=fU omU
X14=I’G omG
Xis=rA o mA
X16=I’G omG
Xi7=fU o dT
X18=fC odC
X19=fU odT
Xoo=rG o mG
Xo1=rA 0o mA
X22=I’G omG
Xoz=fU o dT
Xog=rA 0 mA
X25=fC odC
X25=fC odC
X27=fU odT
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Xog=rG o mG
Xog=rG o mG

ARC330 (SEC ID N2 2)
fCmGfCICGICMGMGfUdCTdCmMAMGmMGdCGICIUMGMAMGTACTmGmMAmMGfUfUfUATCFCITUMGICmG
ARC185 (SEC ID N2 3)

GAfCGAfU GFCGGfUfCIUfCAfU GFCGfUfCGAGFUGIU GAGfUfUfUAfCFCTUfUfCGFUC

ARC186 (SEC ID N2: 4)
fCmMGICICGICmMGmMGUfCIUfCmMAmMGmMGICGICIUMGMAmMGIUfCIUMGmMAmMGfUfUfUAfCICIUMGICmG-3T
ARC187 (SEC ID N2: 5)

donde el PEG ramificado de 40 kDa es ,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-2-(4’-butamida)

ARC188 (SEC ID N%: 6)
AGGAfCGAfUGFCGGIUfCIUfCAfUGICGfUfCGAGIUGIUGAGUfUfUATCICIUfUfCGFUfC

ARC189 (SEC ID N2%: 7)
AGFCmGICFCGICmGmMGIUCIUICMAMGmMGICGICIUMGMAMGIUfCIUMGmMAmMGfUfUfUATCICIUMGICmG
ARC250 (SEC ID N2: 8)

GGfCGfCfCGFCGGfUfCfUfCAG GfCGFCIUGAGTUfCIU GAGFUfUfUAFCICfU GfCG

ARC296 (SEC ID N2: 9)
fCmMGICICGICMGmMGfUdCTdCmMAMGmMGACGICIUMGMAmMGTdCTmMGmMAMGIUfUfUAdCACfUmGICmG-3T
ARC297 (SEC ID N%: 10)

MCMGMCICGICmMGMGfUdCTdCmAMGMGACGICITUMGMAMGTdCTMGmMAmMGfUfUfUAJCACIUMGmMCmG-3T

ARC331 (SEC ID N2: 11)
dCmGdCfCGfICMmGmMGfUdCTdCmMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTmGMAMGUTUfUAICICTUMGACmG
ARC332 (SEC ID N2: 12)
dCmGfCfCGICMGMGfUdCTACmMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAmMGUfUfUAfCICITUMGICmG
ARC333 (SEC ID N2: 13)
fCMGACfCGICMGMGfUdCTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAmMGUfUfUAICICIUMGICmG
ARC334 (SEC ID N2: 14)
fCmGICfCGICMGMGfUdCTAdCMAMGMGdCGICIUMGMAMGTACTmGMAMGUTUfUAICICTUMGACmG
ARC411 (SEC ID N2: 15)
fCMGMCACGACMGMGfUdCTdCMAMGMGACGACIUMGMAMGTACTmGmMAmMGTUfUfUAICICTUMGICmMG
ARC412 (SEC ID N2: 16)
fCMGACfCGACMGMGfUdCTACMAMGMGdCGICIUMGMAMGTdCTMGmMAmMGUfUfUAfCICfUMGMCmMG
ARC413 (SEC ID N2: 17)
mMCmMGfCICGICMGMGFUdCTACmAMGmMGdCGICIUMGMAMGTdCTMGmAMGfUfUfUAICICIUMGICmG
ARC414 (SEC ID N2: 18)
MCMGMCICGICMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAmMGfUfUTUAICICIUMGmMCmG
ARC415 (SEC ID N2: 19)
fCMGACACGICmGMGfUdCTdCmMAMGMGdCGICITUMGMAMGTdCTMGmMAmMGIUfUfUAICFCUMGACMG
ARC416 (SEC ID N2: 20)
fCMGACICGACmMGMGfUdCTACmMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAmMGUfUfUAFCICIUMGICmG
ARC417 (SEC ID N2: 21)
fCMGACACGACmGMGfUdCTdCMAMGMGdCGACIUMGMAMGTACTmMGMAmMGIUfUfUAfCICIUMGACMG
ARC418 (SEC ID N2: 22)
fCMGACfCGACMGMGIUdCTdCmMAMGmMGdCGACIUMGMAMGTdCTmGmMAmMGIUfUfUAfCICTUMGICmMG
ARC419 (SEC ID N2: 23)
fCMGACfCGACMGMGfUdCTdCMAMGMGACGACTMGMAMGTdCTMGmMAMGIUfUIUAACIUMGACMG
ARC420 (SEC ID N2: 24)
fCMGACfCGACMGMGfUdCTdCmAMGMGACGACTMGmMAMGTdCTMGmMAmMGIUfUfUAfCACfUMGACMG
ARC421 (SEC ID N¢: 25)
fCMGACICGACMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGmMAMGTIUfUAICICIUMGICmG
ARC422 (SEC ID N¢: 26)
fCMGACfCGACMGMGfUdCTdCMAMGmMGACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAMGIUTIUATCICIUMGICmMG
ARC423 (SEC ID N2: 27)
fCMGACfCGACMGMGfUdCTdCMAMGmMGACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAMGIUfUTAfCICIUMGICmMG
ARC424 (SEC ID N2: 28)
fCMGACICGACMGMGIUdCTACMAMGMGACGACIUMGMAMGTACTMGMAMGTTTAICICIUMGICmG
ARC425 (SEC ID N2: 29)
fCMGACICGACMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGmMAmMGUfUfUAICIFCTMGICmG
ARC426 (SEC ID N2: 30)
fCmMGACfCGACMGMGMUdACTdCmMAMGMGACGACTUMGMAMGTdCTMGmMAMGIUfUfUAdCACIUMGICmG
ARC427 (SEC ID N2: 31)
fCMGACMCGACMGMGfUdCTACMAMGMGACGACIUMGMAMGTACTmGmMAmMGTUfUfUAICICTUMGICmMG
ARC428 (SEC ID N2: 32)
fCmMGFCfCGMCmMGMGfUdCTdCMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTmGmMAmMGIUfUfUAICICITUMGICMG
ARC429 (SEC ID N¢: 33)
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fCMGFCMCGMCMGMGfUdCTdCMAMGMGICGICUMGMAMGTACTmMGMAmMGIUfUfUAfCICTUMGICmMG
ARC430 (SEC ID N¢: 34)
fCmGICfCGICMGMGfUdCTUdCMAMGMGACGMCIUMGMAMGIUdCIUMGMAmMGIUfUfUATCICIUMGICmG
ARC431 (SEC ID N2: 35)
fCmMGICfCGICMGMGfUdCTUdCMAMGMGACGICmUMGMAMGIUdCIUMGmMAmMGIUfUfUATCICfUMGICm
ARC432 (SEC ID N2: 36)
fCmMGfCICGICMGMGfUdCfUdCMAMGMGdCGmMCmUmMGMAMGIUdCIUMGMAMGIUfUfUATCICIUMGICmG
ARC433 (SEC ID N2: 37)
fCmMGfCICGICMGMGfUdCTACmAMGMGdCGICIUMGMAMGTdCTMGmMAMGmMUfUfUAICICTUMGICMG
ARC434 (SEC ID N¢: 38)
fCMGICfCGICMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAMGIUMUfUAICICIUMGICmG
ARC435 (SEC ID N2: 39)
fCMGICfCGICMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGMAMGIUfUMUAICICIUMGICmG
ARC436 (SEC ID N2: 40)
fCmMGICfCGICMGMGfUdCTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAMGMUMUMUAFCICIUMGICmG
ARC437 (SEC ID N2: 41)
fCmMGFCfCGICMGMGfUdCfdACMAMGMGACGfCIUMGMAMGTACIMGmAMGIUfUfUAfCFCmUmMGICmG
ARC438 (SEC ID N2: 42)
fCmMGfCfCAGICMGMGfUdCTdCMAMGMGdCGICIUMGMAMGTACTmGmMAmMGIUfUfUAICICITUMGICMG
ARC439 (SEC ID N2: 43)
fCmGfCICGICMGMGfUdCTdCmAMGMGdCAGICIUMGMAMGTdCTmMGmMAmMGIUfUfUAICICIUMGICmG
ARC440 (SEC ID N2: 44)
fCmGfCICGICMGMGfUdCTdCmAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAmMGfUfUfUdAICICTUMGICmMG
ARC457 (SEC ID N2: 45)

mGICmGIUICGICMGmGIUICT dCmAmGmGICGICIUmMGmAMGTICTMGmAmGIUfURJA FCICUmA fTCmGm

C .

ARC458 (SEC ID N2: 46)

mGMGMGICGICmMGmMGfUdCTdCmMAMGmMGACGICIUMGMAMGTdCTmGmMAmMGIUfUfUATCICITUMCmCmC

ARC459 (SEC ID N2: 47)
mGICmGICICGICmGmGEUdCTICmAMGMmGdCGICUMGMAMGTICTmEmAMGIUTUfUATCICIUMGIOmGm
C

ARC473 (SEC ID N2: 48)
mGmGmA fFCmG fCCGIOmMmGmGIUCITUACmAMGmGICGICUmGmAMGIUICATImGmAMGIUTUfUA FCfCIUmMG
fCmG{UCU-3T

ARC522 (SEC ID Ne2: 49)
mGmGICmGICICGICmGmGAUIdCTdCmAMGMGACOmCmUmGmAMG TACTmGmAMG T UAJCICTMGCm
GmCmC .

ARC523 (SEC ID N2: 50)
mCGmGMCmGICICGICmOMmGIUACTACmAMGMGECGMCmUmGmAMGTdC TMGmAMGTTTAACACTMGACH
GmCmC -

ARC524 (SEC ID N2: 51)
mGmGmMCmGdCdCGACmGmGTICTdCmAMGMGACEGmMCmUmGmAMGTICTmGmANMGTTTIAJICICTmG
mGmCmC :

ARC525 (SEC ID N2: 52)
mGmGmCmGdCICGICmGmGTICmUmCrnAmGmGdCCmCmUmGmAmGMUmCoUmGmAmG L TYmAdCdC
TmGACmGmCmC

ARC532 (SEC ID N2: 53)

Biofin-
AGmeGK:fCGmeGmGfoCfUﬂ:mAmeGfCGfoUmeAmeUfCﬂJmeAmGiUﬂJﬂJAfC{CfUmGICmG
ARC543 (SEC ID N2: 54)

mGmGCmGICICGICMGmGIUICTACmAMGmGICGCIUnGmAMGTICTMOmAMGIUUMUAfCICIUMGICm
GmCmC : : )

ARC544 (SEC ID N¢: 55)
mGmGICmG CACGICmGmMGUmCmUmCmA mGmGmCGICAUmCGmAMGmUmCmUmGmA mG U fUMJA FCICIU
mGICmGmCmC ' '

ARC550 (SEC ID N2: 56)
CmGICACGICMGMGIUICIUICmAMGmGICGICUmGmAmMG U IUMGmAmMG fUfUTUmAFCRC fLUmGfCmG-
T : )

ARC551 (SEC ID N2: 57)
FCmGCCGICmGMGUfTCICMAMGmMGICGMmUmUmGmAMmGUCIUmGmMAmGIUfUfUAFCICUmGICmG-
T

ARC552 (SEC ID N2: 58)

fCMGICICGICMGmMGUICIUICmMAMGmMGICGICIUMGMAmMGIUfCIUMGMAMGT{UfUAICICIUMGICmG-3T
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ARC553 (SEC ID N2: 59)
fCMGAOICGICmMGmGURCIUCMA MG MG CEMCmMUmGmAmMGIURCIUmGmA mGIUUfUmARCICUmG fCmG-
aT

ARC554 (SEC ID N2 60)
FCmGICACGCMGMGIUCAUCmAMGIGCGmCMUnGmAMGIUICIUMGRAMG TIUfUMA {CfCAIMGICmG-
aT

ARC 657 (SEC ID N¢: 61)

20 kDa PEG-NH-
MG ACAOGICmGMGUCfUCHAMGMGICGACIUMGMANG fUCIUMGAMGURIfUA SCICAUmGICmG-3T -

ARC 658 (SEC ID N¢: 62)

30 kDa PEG-NH-
FCmGICICGICMGMGIUCIUCMAMGmMGICGACIUNGMAMG IULCIUMGMA MG USUIUA FCICAUmGACmG-3T

ARC 672 (SEC ID N¢: 63)
NH2- :

fCMGACICGICMGMGIURCI U MAMGMGCGICAUmGMAMGIURCIUMGmAmGIUSUUA fORCfUmGCmG-3T
ARC706 (SEC ID N2: 64)

10 kDa PEG-NH-
FCmGCICGICMGmGIUICIUICmAMGMGICGCIUmMGmAMGIUCIUMGMAMGRI fURJA FCICIUmGICmG-3T

ARC1537 (SEC ID Ne: 65)
40kDa PEG.H-
CmOfCICGICmGmGIUCANCaAmCmGICGICAImGmAMG U CIUmGmAMG UUATCIC fUmGICmG-3T
ARC1730) (SEC ID N°: 66)
PEG20K-MNH-
fCmGICICGICmGmG IUCIUMCmA MGG ICGICIUmGmAmGIUICIOMGmA mGIUFUIVARCCIUMGICmG-NH-
PEG20K
ARC1905 (SEC ID N¢: 67)
40K PEG-NH- -
FCmGICICGIOmMGmGIUHC U IOmAMGMG fCGICIUmGmAMG fUMCMIUMOmAmGRUMOUA fCRCIUMGICmG-3T
Donde el PEG ramificado de 40 kDa es 2,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-1-carbamoilo
ARC243 (SEQ ID NO: 68)
GGfCGAfUTUAICIUGGATCGGAfCIUfCGFCGAfUGIUGAGCICICAGATCGAFCTUfCGICIC
ARC244 (SEQ ID NO: 69)
GGfCfUfUfCIUGAAGATUTUATUTUTUfCGFCGATUGFUGAATCTUfCFCAGAFCFCFCIC

Esta divulgacién comprende adicionalmente los aptdmeros de la siguiente Tabla 2. Los aptameros de la Tabla 2 se
listan en la direccién 5' a 3', y representan la secuencia de ribonucle6tidos de los aptdmeros que se seleccionaron en
las condiciones dRmY de SELEX™ proporcionadas. En algunas realizaciones de la invencion derivadas de esta
seleccién (como se refleja en el listado de secuencias) las purinas (A y G) son desoxi, y las pirimidinas (U y C) son
2'-OMe. En algunas realizaciones, los aptameros comprenden un tapén (por ejemplo, una dT invertida 3'). En algunas
realizaciones, los aptameros comprenden un PEG.
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Otros aptameros que se unen a la proteina de complemento C5 se describen mas adelante en el Ejemplo 3. Los
aptameros especificos de C5 se describen adicionalmente en las Solicitudes Provisionales de Patente de los Estados
Unidos 60/544.542, 60/547.747, 60/581.685 y 60/608.048 (véase el documento WO 05/079363).

En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos de aptamero de la presente invencion tienen gran afinidad y
especificidad por sus dianas a la vez que se reducen los efectos secundarios perjudiciales de las sustituciones de
nucleétidos que suceden de manera no natural si los agentes terapéuticos de aptdmero se rompen en el cuerpo de los
pacientes o sujetos. En algunas realizaciones, las composiciones terapéuticas que contienen los agentes terapéuticos
de aptamero de la presente invencion estan libres o tienen una cantidad reducida de nucleétidos fluorados.

Los aptameros de la presente invencion pueden sintetizarse usando cualquier técnica de sintesis de nucle6tidos
conocida en la técnica, incluyendo técnicas de sintesis de oligonuclettidos de fase solida bien conocidas en la técnica
(véase, por ejemplo, Froehler et al., Nucl. Acid Res., 14:5399-5467 (1986) y Froehler et al., Tet. Lett. 27:5575-5578
(1986)) y métodos en fase de solucion, tales como métodos de sintesis de triester (véase, por ejemplo, Sood et al.,
Nucl. Acid Res., 4:2557 (1977) y Hirose et al., Tet. Lett., 28:2449 (1978)).

La invencién también incluye el uso del aptamero anti-C5 de la invencion con aptameros especificos para PDGF y/o
VEGF y/o sus receptores afines PDGFR y VEGFR, respectivamente, en los métodos de la invencién para estabilizar,
tratar y/o prevenir trastornos oculares. Por consiguiente, los métodos descritos inmediatamente antes pueden usarse
para generar aptameros de la invencion para bloquear la unién de un ligando (por ejemplo, PDGF o VEGF) con su
diana, tal como un receptor afin.

Los ejemplos de aptameros anti-PDGF para su uso en los métodos de la invencion se divulgan en la Solicitud
Internacional de Patente N° PCT/US2005/039975 (documento WO 2006/050498) presentada el 2 de noviembre de
2005, en particular, ARC513, ARC594, ARC127 y ARC404 divulgados en esta.

Los ejemplos de aptameros especificos de VEGF para su uso en los métodos de la invencion se divulgan en las
Patentes de los Estados Unidos N°® 5.919.455, 5.932.462, 6.113.906, 6.011.020, 6.051.698 y 6.147.204. Por ejemplo,
un aptamero particularmente (til para su uso en el tratamiento de trastornos oculares en combinacién con un agente
anti-C5 de la invencién puede ser EYEQO1 (anteriormente NX1838) en su forma pegilada y no pegilada, en particular,
inyeccion de pegaptanib sodico (Macugen®, Eyetech Pharmaceuticals, Inc. y Pfizer, Inc. NY, NY).

La invencién también incluye el uso del aptamero anti-C5 de la invencién con aptadmeros para PDGF y/o VEGF y/o sus
receptores afines PDGFR y VEGFR, respectivamente, en los métodos de la invencion para estabilizar, tratar y/o
prevenir trastornos oculares.

Los ejemplos de aptameros anti-PDGF para su uso en los métodos de la invencion se divulgan en la Solicitud
Internacional de Patente N° PCT/US2005/039975 (documento WO 2006/050498) presentada el 2 de noviembre de
2005, en particular, ARC513, ARC594, ARC127 y ARC404 divulgados en esta.

Los ejemplos de aptameros especificos de VEGF para su uso en los métodos de la invencion se divulgan en las
Patentes de los Estados Unidos N° 5.919.455, 5.932.462, 6.113.906, 6.011.020, 6.051.698 y 6.147.204. Por ejemplo,
un aptamero particularmente Util para su uso en el tratamiento de trastornos oculares en combinacion con un aptamero
anti-complemento, en particular un aptdmero anti-C5, de la invencion puede ser EYEQO1 (anteriormente NX1838) en
su forma pegilada y no pegilada, en particular, inyeccion de pegaptanib sédico (Macugen®, Eyetech Pharmaceuticals,
Inc. y Pfizer, Inc. NY, NY).

Composiciones Farmacéuticas

Esta divulgacién también incluye composiciones farmacéuticas que contienen un agente anti-C5, en particular
moléculas de aptdmero que se unen a la proteina de complemento C5, en particular, un aptdmero que se une a la
proteina de complemento C5 y evita su escisiéon. Las composiciones pueden ser adecuadas para uso interno e
incluyen una cantidad efectiva de un compuesto farmacolégicamente activo de la invencion, solo o en combinacién,
con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Los compuestos son especialmente Utiles en que tienen una
toxicidad muy baja, en caso de que la hubiese.

Las composiciones pueden usarse para tratar o prevenir una patologia, tal como una enfermedad o trastorno, o aliviar
los sintomas de dicha enfermedad o trastorno en un paciente. Por ejemplo, las composiciones de la presente
divulgacién pueden usarse para tratar o prevenir AMD exudativa.

Las composiciones pueden usarse para estabilizar, tratar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo.

Las composiciones son Utiles para su administraciéon a un sujeto que padece, 0 que esta predispuesto a, una

enfermedad o trastorno que esta relacionado con o deriva de la proteina de complemento C5. Las composiciones son
especialmente Utiles para su administracion a un sujeto que padece, o esta predispuesto a AMD de tipo exudativo.
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Se proporcionan composiciones para el tratamiento de sujetos que tienen o que estan en riesgo de padecer AMD de
tipo exudativo. En algunas realizaciones, los sujetos en riesgo son aquellos que tienen drusas y/o cambios en la
pigmentacién retiniana pero no tienen pérdida de agudeza visual. Las drusas se detectan usando un oftalmoscopio,
apareciendo normalmente como puntos amarillos y particulas contra el fondo rojo de la retina. La pérdida clinica de
agudeza visual es la demostracion de la reduccion de la visién de 1 a 3 lineas usando el diagrama del estudio para el
tratamiento temprano de la retinopatia diabética ("diagrama ETDRS"). Otros cambios en la visiéon asociados con la
degeneracion macular incluyen distorsiones y/o puntos ciegos (escotoma) detectados usando una rejilla Amsler,
cambios en la adaptacion a la oscuridad (diagnéstico de la salud de los bastones) o cambios en la interpretacion del
color (diagnostico de la salud de los conos). En algunas realizaciones, los sujetos en riesgo son aquellos que tienen
una variacion en el factor H del sujeto en comparacién con el tipo silvestre. Véanse, por ejemplo, las variaciones
descritas en Edwards et al., Science vol 308, pags. 421- 422 (2005), Hageman, G. et al., PNAS, vol. 102, pags.
7227-7231 (2005), y Haines, J. et al., Science, vol. 308, pags 419-421 (2005). En algunas realizaciones, los sujetos en
riesgo son aquellos que tienen una combinacion de drusas, no pérdida de agudeza visual y una variacion en el factor H
de complemento. En algunas realizaciones, los sujetos en riesgo son aquellos en los que se detectan drusas. En
algunas realizaciones, los sujetos en riesgo a tratar son aquellos en los que se detectan drusas y hay una pérdida
clinica de agudeza visual y/u otros cambios en la vision.

Pueden usarse composiciones en un método para tratar a un paciente o sujeto que padece AMD de tipo exudativo. Los
métodos incluyen administrar al paciente o sujeto un aptamero especifico de C5 o una composicién que comprenda al
mismo, de tal forma que el aptamero anti-C5 se une a la proteina C5 de complemento, de tal forma que a unién de la
proteina C5 de complemento altera su funcidn bioldgica, por ejemplo, evitando su escision in vivo, por lo tanto tratando
la patologia mediada por C5 (AMD de tipo exudativo). La unién del aptamero especifico de C5 reduce el nivel de
expresion de VEGF y/o PDGF y/o bFGF y/u otros factores de crecimiento que estimulan el crecimiento de células
endoteliales, en particular en el tejido retiniano, de células RPE, vasos coroidales y/o capilares retinianos, en los
pacientes, de este modo tratando trastornos mediados por VEGF y/o PDGF, en particular trastornos de
neovascularizacién ocular, tales como AMD.

En una realizacion, el aptamero anti-C5 de la invencién se administra, por via ocular o periocular, a un sujeto en una
cantidad suficiente para reducir el nivel de expresién de VEGF y/o PDGF in vivo. En una realizacion particular de los
métodos de la invencidn, el sujeto al que se administra el aptamero anti-complemento, en particular un aptamero
anti-C5 de la invencion, se identifica por tener o estar en riesgo de un trastorno de neovascularizaciéon ocular en el que
la expresion reducida de VEGF y/o PDGF ayude en la prevencion, estabilizacién y/o reduccion de al menos un sintoma
del trastorno de neovascularizacion ocular.

El paciente o sujeto tratado mediante los métodos de esta invencién puede ser un vertebrado, més particularmente un
mamifero, o mas particularmente, un ser humano.

En la practica, el aptamero especifico de C5 de la invencién o las sales o profarmacos farmacéuticamente aceptables,
se administran en cantidades que seran suficientes para ejercer la actividad biolégica deseada, por ejemplo, inhibir la
unién de la diana del aptamero a su receptor, evitar la escision de una proteina diana.

Un aspecto de la invencion comprende una composicién de aptamero de la invencién en combinacion con otros
tratamientos para trastornos de complemento mediados por C5. En una realizacion, la presente invencién describe
una composicion de aptamero de la invencién en combinacion con otros tratamientos para trastornos oculares
mediados por complemento. La composicion de aptamero de la invencion puede contener, por ejemplo, mas de un
aptamero. En algunos ejemplos, una composicién de aptamero de la invencién, que contiene uno o mas compuestos
de la invencion, se administra en combinacion con otra composicion util, tal como un agente antiinflamatorio, un
inmunosupresor, un agente antiviral, o similares. Ademas, los compuestos de la invencion pueden administrarse con
un agente citotdxico, citostatico o quimioterapéutico, tal como un agente alquilante, antimetabolito, inhibidor mitético o
antibidtico citotoxico, como se ha descrito anteriormente. En realizaciones particulares, el agente anti-C5 de la
invencion, como en general, las formas de dosificacion actualmente disponibles de los agentes terapéuticos conocidos
seran adecuados para su uso en dichas combinaciones.

La "terapia de combinacion” (o "co-terapia") incluye la administracién de la composicién de aptamero especifico de C5
de la invencién y al menos un segundo agente como parte de un régimen de tratamiento especifico que pretende
proporcionar el efecto beneficioso de la accién conjunta de estos agentes terapéuticos. El efecto beneficioso de la
combinacion incluye, pero sin limitacién, co-accién farmacocinética o farmacodinamica resultante de la combinacion
de agentes terapéuticos. La administracion de estos agentes terapéuticos en combinacion se efectia normalmente
durante un periodo de tiempo definido (generalmente minutos, horas, dias 0 semanas dependiendo de la combinacion
seleccionada). En algunas realizaciones, el segundo agente puede ser un agente anti-VEGF y/o un agente anti-PDGF.

En realizaciones de los métodos anteriormente descritos, donde el método comprende adicionalmente la etapa de
administrar al sujeto un agente anti-VEGF, el agente anti-VEGF puede seleccionarse del grupo que consiste en: una
molécula de acido nucleico, un aptamero, una molécula antisentido, una molécula de ARNi, una proteina, un péptido,
un péptido ciclico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un azdcar, un polimero, y una molécula pequefa.
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En realizaciones de los métodos anteriormente descritos, donde el método comprende adicionalmente la etapa de
administrar al sujeto un agente anti-PDGF, el un agente anti-PDGF puede seleccionarse del grupo que consiste en:
una molécula de &cido nucleico, un aptamero, una molécula antisentido, una molécula de ARNi, una proteina, un
péptido, un péptido ciclico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un azdcar, un polimero, y una molécula pequena.

En algunas realizaciones de los métodos anteriormente descritos, donde el método comprende ademas administrar un
agente anti vascular al sujeto, el agente antivascular es un derivado de porfirina. En algunas realizaciones el derivado
de porfirina es verteporfina para inyeccion (Visudyne®, Novartis Pharmaceuticals Corporation, East Hanover, NJ). En
algunas realizaciones, el método comprende ademas la etapa de activar el derivado de porfirina con luz laser.

La "terapia combinada" puede, pero no generalmente, estar pensada para incluir la administracién de dos o mas de
estos agentes terapéuticos como parte de regimenes de monoterapia separados que accidentalmente, y de manera
arbitraria, den como resultado las combinaciones de la presente invencion. La "terapia combinada" esta pensada para
incluir la administracion de estos agentes terapéuticos de modo secuencial, es decir, en que cada agente terapéutico
se administra a un tiempo distinto, asi como la administracion de estos agentes terapéuticos, o al menos dos de los
agentes terapéuticos, de manera sustancialmente simultdnea. La administracion sustancialmente simultanea puede
lograrse, por ejemplo, mediante la administracion al sujeto de una sola capsula que tenga una proporcion fija de cada
agente terapéutico o en multiples capsulas individuales para cada uno de los agentes terapéuticos. En otra realizacion,
la administracion simultdnea puede lograrse, por ejemplo, mediante la administracion al sujeto de una sola jeringa que
tenga una proporcion fija de cada agente terapéutico o en mdltiples capsulas individuales para cada uno de los
agentes terapéuticos.

La administracién secuencial o sustancialmente simultanea de cada agente terapéutico puede efectuarse mediante
cualquier via adecuada incluyendo, pero sin limitacién, vias tdpicas, vias orales, vias intravenosas, vias
intramusculares, vias oculares y absorcion directa a través de los tejidos de membranas mucosas. Los agentes
terapéuticos pueden administrarse por la misma via o por vias diferentes. Por ejemplo, un primer agente terapéutico en
la combinacién seleccionada puede administrarse mediante inyeccion, mientras que los otros agentes terapéuticos de
la combinacion pueden administrarse por via topica.

Como alternativa, por ejemplo, todos los agentes terapéuticos pueden administrarse por via tépica o todos los agentes
terapéuticos pueden administrarse mediante inyeccién. La secuencia en la que los agentes terapéuticos se
administran no es estrictamente critica a menos que se indique lo contrario. La "terapia combinada" también puede
incluir la administracion de los agentes terapéuticos tal como se describen anteriormente en combinacién adicional con
otros ingredientes biol6gicamente activos. En los cados donde la terapia combinada comprende un tratamiento sin
farmacos, el tratamiento sin farmacos puede efectuarse en cualquier momento adecuado siempre se logre que el
efecto beneficioso de la accion conjunta de la combinacion de los agentes terapéuticos y el tratamiento sin farmacos.
Por ejemplo, en los casos adecuados, el efecto beneficioso se logra aun cuando el tratamiento sin farmacos se retira
temporalmente de la administracion de los agentes terapéuticos, quiza durante dias o incluso semanas.

Las composiciones terapéuticas o farmacoldgicas de la presente invencion comprenderan generalmente una cantidad
efectiva del componente activo (0 los componentes activos) de la terapia, disueltos o dispersos en un medio
farmacéuticamente aceptable. Los medios farmacéuticamente aceptables o vehiculos incluyen a cualquiera y a todos
los disolventes, medios de dispersidn, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos o
retardantes de la absorcion y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticas activas es
bien conocido en la técnica. También pueden incorporarse ingredientes activos suplementarios en las composiciones
terapéuticas de la presente invencién.

La preparacién de composiciones farmacéuticas o farmacolégicas sera conocido por los expertos en la materia a la luz
de la presente divulgacion. Normalmente, dichas composiciones pueden prepararse como inyectables, ya sea como
soluciones liquidas o suspensiones; formas sélidas adecuadas para solucién en, o suspensién en, liquido antes de la
inyeccion; como comprimidos u otros solidos para administracién oral; como cépsulas de liberacion controlada; o en
cualquier otra forma usada actualmente, incluyendo gotas oculares, cremas, lociones, salvas, inhalantes y similares. El
uso de formulaciones estériles, tales como enjuagues basados en solucién salina, por cirujanos, médicos o
trabajadores del cuidado de la salud para tratar una zona particular en el campo de operacion también puede ser
particularmente Util. Las composiciones también pueden administrarse mediante un microdispositivo, microparticula o
esponja.

Tras las formulaciones, los agentes terapéuticos se administraran de un modo compatible con las formulaciones de
dosificacién, y en una cantidad tal que sea farmacolégicamente eficaz. Las formulaciones se administran faciimente en
varias formas de dosificacion, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, aunque también
pueden emplearse capsulas de liberacién de farmaco y similares.

En este contexto, la cantidad de ingrediente activo y volumen de composicion a administrar depende del animal

hospedador a tratar. Las cantidades exactas de compuesto activo necesarias para la administracién dependen del
criterio del médico tratante y son peculiares para cada individuo.
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Se utiliza normalmente un volumen minimo de una composicién necesario para dispersar los compuestos activos. Los
regimenes adecuados para la administracién también son variables, pero pueden tipificarse administrando
inicialmente el compuesto y controlando los resultados y después dando dosis controladas adicionales a intervalos
adicionales.

Por ejemplo, para la administracion oral en forma de un comprimido o capsula (por ejemplo, una capsula de gelatina),
el componente de farmaco activo puede combinarse con un vehiculo oral inerte no tdéxico farmacéuticamente
aceptable, tal como etanol, glicerol, agua y similares. Ademas, cuando se desee o0 sea necesario, también pueden
incorporarse aglutinantes, lubricantes, agentes disgregantes y agentes colorantes adecuados a la mezcla. Los
aglutinantes adecuados incluyen almidén, silicato de magnesio aluminio, pasta de almidén, gelatina, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona, azlcares naturales, tales como glucosa o beta-lactosa,
endulzantes de maiz, gomas naturales y sintéticas, tales como goma arabiga, tragacanto o alginato de sodio,
polietilenglicol, ceras y similares. Los lubricantes usados en estas formas de dosificacion incluyen oleato de sodio,
estearato sddico, estearato de magnesio, benzoato sddico, acetato sodico, cloruro sédico, silice, talco, acido estearico,
su sal de magnesio o calcio y/o polietilenglicol y similares. Los disgregantes incluyen, sin limitacién, almidén,
metilcelulosa, agar, bentonita, almidones de goma xantana, agar, acido alginico o su sal sodica, o mezclas
efervescentes, y similares. Los diluyentes incluyen, por ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa
y/o glicina.

Los compuestos de la invencién también pueden administrarse en dichas formas orales como comprimidos o capsulas
de liberacion retardada y liberacion sostenida, pildoras, polvos, granulos, elixires, tinturas, suspensiones, jarabes y
emulsiones.

Las composiciones inyectables son preferentemente soluciones o suspensiones acuosas isotonicas, y los supositorios
se preparan ventajosamente a partir de emulsiones o suspensiones grasas. Las composiciones se pueden esterilizar
y/o incluir adyuvantes, tales como agentes conservantes, estabilizantes, humectantes o emulsionantes, promotores de
la solucion, sales para regular la presion osmética y/o tampones. Ademas, también pueden contener otras sustancias
terapéuticamente valiosas. Las composiciones se preparan de acuerdo con métodos convencionales de mezclado,
granulado o recubrimiento, respectivamente, y contienen normalmente de aproximadamente un 0,1 a un 75 %,
preferentemente de aproximadamente un 1 a aproximadamente un 50 %, del principio activo.

Las composiciones liquidas, en particular las inyectables, pueden prepararse, por ejemplo, mediante disolucion,
dispersion, etc. El principio activo se disuelve en o0 se mezcla con un disolvente farmacéuticamente puro, tal como, por
ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol, y similares, para de este modo formar la solucién o
suspension inyectable. Adicionalmente, pueden formularse formas sélidas adecuadas para disolucién en liquido antes
de la inyeccién.

Los compuestos de la presente invenciéon pueden administrarse en forma intravenosa (tanto en bolo como en infusion),
intraperitoneal, subcutanea o intramuscular, todas usando formas bien conocidas para el experto habitual en la técnica
farmacéutica. Los inyectables pueden prepararse en formas convencionales, ya sea como soluciones liquidas o
suspensiones.

La administracion parenteral inyectable se usa generalmente para inyecciones e infusiones subcutaneas,
intramusculares o intravenosas. Adicionalmente, una estrategia para administracién parenteral emplea el implante de
un sistema de liberacion lenta o de liberacion sostenida, que aseguran que se mantenga un nivel constante de
dosificacién, de acuerdo con la Patente de los Estados Unidos N? 3.710.795.

Ademas, los compuestos preferidos para la presente invencion pueden administrarse de forma intranasal mediante el
uso tépico de vehiculos intranasales adecuados, inhalantes, o mediante vias transdérmicas, usando aquellas formas
de parches transdérmicos para la piel bien conocidos para el experto habitual en la técnica. Al administrarse en forma
de un sistema de dispensacion transdérmica, la administracién de la dosis serd, por supuesto, continua en vez de
intermitente a lo largo del régimen de dosificacion. Otras preparaciones topicas preferidas incluyen cremas, pomadas,
lociones, pulverizadores de aerosol y geles, en los que la concentracién del ingrediente activo estara normalmente en
el intervalo del 0,01 % al 15 %, p/p o p/v.

Para las composiciones solidas, pueden usarse excipientes que incluyen grados farmacéuticos de manitol, lactosa,
almiddn, estearato de magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio, y
similares. El compuesto activo definido anteriormente también puede formularse como supositorios usando, por
ejemplo, polialquilenglicoles, por ejemplo, propilenglicol, como vehiculo. En algunas realizaciones, los supositorios se
preparan ventajosamente a partir de emulsiones o suspensiones grasas.

Los compuestos de la presente invencién también pueden administrarse en forma de sistemas de dispensacion de
liposomas, tales como vesiculas unilamelares pequefas, vesiculas unilamelares grandes y vesiculas multilamelares.
Los liposomas pueden formarse a partir de varios fosfolipidos que contienen colesterol, estearilamina o
fosfatidilcolinas. En algunas realizaciones, se hidrata una pelicula de componentes lipidicos con una solucioén acuosa
de farmaco para formar una capa lipidica que encapsula al farmaco, tal como se describe en la Patente de los Estados
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Unidos N? 5.262.564. Por ejemplo, las moléculas de aptamero descritas en el presente documento pueden
proporcionarse como un complejo con un compuesto lipéfilo o0 no inmunogénico de elevado peso molecular construido
usando métodos conocidos en la técnica. Un ejemplo de complejos asociados a acidos nucleicos se proporciona en la
Patente de los Estados Unidos 6.011.020.

Los compuestos de la presente invencién también pueden acoplarse con polimeros solubles como transportadores
farmacoldgicos direccionables. Dichos polimeros pueden incluir polivinilpirrolidona, copolimero de pirano,
polihidroxipropil-metacrilamida-fenol, polihidroxietilaspanamidafenol, o polietilenoxipolilisina sustituida con restos de
palmitoilo. Ademads, los compuestos de la presente invencién pueden acoplarse a una clase de polimeros
biodegradables Utiles para lograr la liberacion controlada de un farmaco, por ejemplo, acido polilactico, poliépsilon
caprolactona, acido polihidroxibutirico, poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos, policianocrilatos y copolimeros
de bloque reticulados o anfipaticos de hidrogeles.

En una realizacién preferida, los compuestos de la presente invencion pueden dispensarse en el compartimento ocular
mediante una inyeccion intravitrea, peri-ocular, intracameral, subconjuntival, o trans esclerética en la cavidad ocular o
directamente en el tejido (o tejidos) ocular o periocular. Los compuestos de la invenciéon pueden inyectarse en el
espacio subtenoniano o en el espacio retrobulbar. Los compuestos de la invencién también pueden dispensarse al
compartimento ocular o tejido a través de sangre sistémica y fluido en el ojo y sus tejidos y de este modo se administra
mediante inyeccidn sistémica parenteral, mediante vias de administracion intravenosa, intramuscular o subcutanea. La
administracion subconjuntival, intravitrea o trans-esclerotica de las composiciones farmacéuticas de la invencién
puede ser (til como un complemento a la administracién sistémica de un agente terapéutico para el tratamiento de
enfermedades oculares y/o enfermedades sistémicas con manifestaciones oculares. En algunas realizaciones de los
métodos de la invencion para estabilizar, tratar y/o prevenir la retinopatia diabética y/o la enfermedad de Behcet, el
aptamero anti-complemento no se administra por via sistémica, se administra preferentemente por via ocular.

Los compuestos de la presente invencion también pueden administrase al compartimento ocular o tejido en depésito o
gel de liberacion sostenida o formulacion polimérica mediante implante quirdrgico de un sistema de polimero
biodegradable de tamafio microscopico, por ejemplo, un microdispositivo, microparticulas, o esponjas, u otros
dispositivos de liberacién lenta transesclerética, implantados durante el tratamiento de una enfermedad oftalmoldgica,
o mediante un dispositivo de dispensacién ocular, por ejemplo, un dispositivo de dispensacién sostenida de lente de
contacto polimérica. Los compuestos de la invencion también pueden administrarse al compartimento ocular o tejido
por via topica, por ejemplo, en forma de gotas oculares, en forma de una lente de contacto cargada con el compuesto
de la invencion, o mediante iontoforesis usando corriente eléctrica para dirigir al farmaco desde la superficie hasta la
parte posterior del ojo.

Si se desea, la composicion farmacéutica a administrar también puede contener menores cantidades de sustancias
auxiliares no téxicas, tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponadores de pH, y otras
sustancias, tales como, por ejemplo, acetato sodico, y oleato de trietanolamina.

El régimen de dosificacion utilizando los aptdmeros se selecciona de acuerdo con varios factores incluyendo el tipo,
especie, edad, peso, sexo y estado médico del paciente; la gravedad de la afeccion a tratar; la via de administracion; la
funcién renal y hepatica del paciente; y el aptamero particular o sal del mismo empleado. Un médico experto o
veterinario podra determinar facilmente y prescribir la cantidad efectiva del f&rmaco necesaria para prevenir,
contrarrestar o detener el progreso de la afeccion.

Cuando las dosificaciones orales de las composiciones de aptamero de la presente invencidn, se usan para los efectos
indicados, variaran de entre aproximadamente 0,05 a 7500 mg/dia por via oral. Las composiciones se proporcionan
preferentemente en forma de comprimidos ranurados que contienen 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100,0,
250,0, 500,0 y 1000,0 mg de ingrediente activo. Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse en
una sola dosis diaria, o la dosis diaria total puede administrarse en dosis divididas de dos, tres o cuatro veces al dia.

Las dosificaciones infusionadas, dosificaciones intranasales y dosificaciones transdérmicas de la composicién de
aptamero de la presente invencién estaran en el intervalo de entre 0,05 a 7500 mg/dia. Las dosificaciones
subcutaneas, intravenosas e intraperineales de la composicion de aptamero de la presente invencién estaran en el
intervalo de entre 0,05 a 3800 mg/dia.

Las dosificaciones oculares de las composiciones de aptamero de la presente invencién variaran de entre 0,001 a 10
mg/ojo administradas por via ocular, por ejemplo, mediante inyeccidn intravitrea, desde una vez a la semana hasta una
vez cada tres meses o mediante dispositivo o formulacion de liberacion sostenida.

Los niveles efectivos en plasma de los compuestos de aptamero de la presente invencién varian de 0,002 mg/ml a 50
mg/ml. Los niveles oculares efectivos de los compuestos de aptamero de la invencién pueden variar de 20 nM a 250
nM.

Efectividad del tratamiento
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Trastornos neovasculares

La efectividad del tratamiento de un trastorno neovascular, por ejemplo, AMD, en particular AMD de tipo exudativo o
retinopatia diabética, se evalla mediante cualquier método aceptado para medir si se frena o disminuye la
angiogénesis. Esto incluye la observacion directa y la evaluacién indirecta, tal como evaluando sintomas subjetivos o
indicadores fisiolégicos objetivos. La eficacia del tratamiento, por ejemplo, puede evaluarse basandose en la
prevencion, estabilizacion y/o inversion de la neovascularizacion, microangiopatia, filtrado vascular o edema vascular
o cualquier combinaciéon de los mismos. La eficacia del tratamiento para evaluar la supresion de un trastorno
neovascular ocular también puede definirse en términos de estabilizacion o mejora de la agudeza visual.

En la determinacion de la efectividad de solo un agente anti-C5 o en combinacién con un agente anti-VEGF y/o agente
anti-PDGF para estabilizar, reducir un sintoma y/o prevenir un trastorno neovascular ocular, los pacientes pueden ser
evaluados clinicamente por un oftalmélogo varios dias después de la inyeccion y justo antes de la siguiente inyeccion.
También pueden efectuarse mensualmente las agudezas visuales de ETDRS, fotografia Kodachrome, y angiografia
de fluoresceina.

En la determinacion de la efectividad de solo un aptdmero anti-complemento o en combinacién con un agente
anti-VEGF y/o agente anti-PDGF para estabilizar, reducir un sintoma y/o prevenir un trastorno neovascular ocular, un
oftalmélogo puede evaluar a los pacientes clinicamente varios dias después de la inyeccion y justo antes de la
siguiente inyeccién. También pueden efectuarse mensualmente agudezas visuales de ETDRS, fotografias del fondo
de ojo, tomografia de coherencia 6ptica y angiografia con fluoresceina.

Por ejemplo, para determinar la efectividad de un agente anti-C5, en particular un aptamero especifico de C5 solo o en
combinacion con un agente anti-VEGF y/o un agente anti-PDGF, para tratar la neovascularizacién ocular, se han
llevado a cabo estudios que implican la administracién de inyecciones intravitreas simples o mdltiples de un agente
anti-C5, en particular, un aptamero especifico de C5 solo 0 en combinacién con un agente anti-VEGF y/o un agente
anti-PDGF en pacientes que padecen neovascularizacion coroidea subfoveal secundaria a degeneracién macular
asociada a la edad de acuerdo con métodos estandar bien conocidos en la técnica oftalmolégica. Los pacientes con
neovascularizacién coroidea subfoveal (CNV) secundaria a la degeneracion macular asociada a la edad (AMD)
pueden recibir una sola inyeccion intravitrea de un agente anti-C5, en particular, un aptamero especifico de C5 y/o un
aptamero especifico de VEGF y/o un aptamero especifico de PDGF. La efectividad se controla, por ejemplo, mediante
evaluacion oftalmolégica y/o angiografia con fluoresceina. Los pacientes que muestran una vision estable o mejorada
tres meses después del tratamiento, por ejemplo, que demuestran una linea 3 o una mejora mayor en la visién en el
diagrama de ETDRS, se toman como receptores de una dosificacién efectiva.

Las citas de publicaciones y documentos de patentes no pretenden ser una admisién de que cualquiera es técnica
anterior pertinente, ni tampoco constituyen ninguna admision en cuanto a los contenidos o fecha de las mismas.
Habiéndose descrito ahora la invencion, a modo de descripcidn por escrito, los expertos en la técnica reconoceran que
la invencion puede llevarse a la practica en varias realizaciones, y que la descripcién anterior y los siguientes ejemplos
son con fines ilustrativos y no limitantes de las reivindicaciones posteriores.

EJEMPLO 1

Actividad de aptamero anti-C5 en las rutas de complemento clasica y alternativa

Ejemplo 1A: Ensayo de hemodlisis.

El ensayo CH50 mide la capacidad del sistema de complemento en una muestra de ensayo de suero para realizar la
lisis del 50 % de las células en una suspension estandarizada de eritrocitos de oveja recubiertos de anticuerpo. Se
mezcld una solucion de suero humano al 0,2 % con eritrocitos de oveja recubiertos de anticuerpos (Kit Diamedix EZ
Complement CH50, Diamedix Corp., Miami, FL) en presencia o ausencia de varios aptadmeros anti-C5. El ensayo se
llevé a cabo de acuerdo con el protocolo del kit en solucién salina tamponada con veronal que contiene calcio,
magnesio y gelatina al 1 % (tampén de complemento GVB++') y se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Después de la
incubacién, se centrifugaron las muestras para precipitar los eritrocitos intactos. La densidad éptica a 412 nm (DOa12)
del sobrenadante se ley6 para cuantificar la liberacion de hemoglobina soluble, que es proporcional al alcance de la
hemolisis (Green et al., (1995) Chem. Biol. 2:683-95). Para verificar que los aptameros bloquearon la activacion de C5,
se analizaron algunos sobrenadantes de la hemdlisis para presencia de C5a y C5b-9 mediante ELISA (kit ELISA de
C5b-9, Quidel, San Diego, CA, kit ELISA C5a, BD Biosciences San Diego, CA) siguiendo los protocolos del kit de
ELISA.

La adicion de un aptamero anti-C5 no PEGilado (ARC 186) (SEC ID N¢: 4) a la mezcla de reaccién inhibié la hemolisis
de modo dependiente de la dosis, como se muestra en la grafica de la Figura 7A, con una Clso de 0,5 £ 0,1 nM, (véase
la Figura 7B), un valor que es coherente con la Kp determinada mediante filtracion en nitrocelulosa. A concentraciones
muy altas de aptamero (> 10 nM), el alcance de la hemdlisis fue esencialmente indistinguible del fondo (sin suero
anadido), lo que indica que ARC186 (SEC ID N®: 4) fue capaz de bloquear por completo la actividad de complemento.
La conjugacion del aptamero ARC186 (SEC ID N2: 4) con grupos PEG de 20 kDa (ARC657; SEC ID N%: 61), 30 kDa

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

(ARC658; SEC ID N2: 62), (1,3- bis(mPEG-[20 kDal])-propil-2-(4 -butamida) ramificada de 40 kDa (ARC187; SEC ID N
5), (2,3-bis(mPEG-[20 kDa))-propil-1-carbamoilo) ramificado de 40 kDa (ARC1905; SEC ID N°: 67), lineales de 40 kDa
(ARC1537; SEC ID N2 65), y lineal de 2 x 20 kDa (ARC1730; SEC ID N2 66) tuvo poco efecto sobre la actividad
inhibidora del aptamero en el ensayo de hemdlisis de CH50 (Figura 7A - Figura 7D).

En un estudio adicional, se comparé la actividad inhibidora del aptamero anti-C5 PEGilado ARC1905
((2,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-1-carbamoilo) ramificado de 40 kDa; SEC ID N®: 67) con su precursor no PEGilado,
ARC672 (SEC ID N2 63) que contiene una 5'-amina terminal, en el ensayo de hemdlisis de CH50 descrito
anteriormente. Se mezcl6 una solucién de suero humano (Innovative Research, Southfield, MI) con eritrocitos de oveja
recubiertos con anticuerpo (Kit Diamedix Ez Complement CH50, Diamedix Corp., Miami, FL) en presencia o ausencia
de varias concentraciones de ARC1905 y ARC627 respectivamente de tal forma que la concentracion final de suero en
cada ensayo era del 0,1 %, y el ensayo se llevo a cabo de acuerdo con el protocolo recomendado del fabricante. Las
reacciones de hemolisis se incubaron durante 1 hora a 37 °C con agitacién para asegurarse de que las células se
mantenian en suspensién. Al final de la incubacidn, las células intactas se precipitaron mediante centrifugacion (2000
rpm, 2 min, temperatura ambiente), se transfirieron 200 ul de sobrenadante a una placa de poliestireno de fondo plano
(VWR, N® de cat 62409-003). La densidad oOptica a 415 nm (DQOas1s5) del sobrenadante se ley6 para cuantificar la
liberacion de hemoglobina soluble. El % de inhibicién a cada concentracion de aptdamero medio se calculé usando la
eCuaCIén °/C)lnh = 100 = 100 X (Amuestra - Asin suero) / (Asin aptémero - Asin suero), donde Amuestra es |a abSOl‘banCIa de |a mueStI’a
a diversas concentraciones de aptamero, Asinsuero €S la absorbancia debida a la hemdlisis de fondo en ausencia de
suero (control de inhibicién 100 %), Asin aptamero €S 1a absorbancia debido a la actividad basal de complemento en
ausencia de aptamero (control de inhibicion 0 %). Los valores de Clso se determinaron a partir de una representacién
del % de inhibicién frente a [inhibidor] usando la ecuacién %inh = ( % inh)maximo X [inhibidor]" / (Clso" + [inhibidor]") +
fondo. Los valores de Clgo y Clgg se calcularon a partir de los valores de Clso usando las ecuaciones Clsp = Clsp x
[90/(1 00-90)]”n y Clgo = Clsp x [99/(1 00-99)]””. Los valores de Clsp para ARC1905 y ARC627 en este estudio paralelo
fueron 0,648 +/- 0,0521 y 0,913 +/- 0,0679 respectivamente (véase también la Figura 58) confirmando adicionalmente
que la PEGilacién tenia poco efecto, o practicamente ninguno, en la funcién del aptamero.

Los analisis de ELISA de los sobrenadantes de la hemdlisis indicaron que esta inhibicién funcional se correlacion6 con
el bloqueo de la liberacion de C5a. Por tanto, los datos de la hemolisis demuestran que ARC186 (SEC ID N°: 4), y sus
conjugados PEGilados, son inhibidores muy fuertes de complemento que actian bloqueando la activacién de C5
catalizada por convertasa.

Los ensayos de hemdlisis con material no PEGilado indicaron que el aptdmero anti-C5 no reacciona de manera
cruzada con C5 de un numero de especies que no son primates, incluyendo rata, cobaya, perro y cerdo. Sin embargo,
se observo una actividad inhibidora significativa en exploraciones de suero de primate, incluyendo suero de macaco
cinomolgo, macaco Rhesus y chimpancé. La eficacia in vitro del aptdmero anti-C5 se investigé adicionalmente en
suero de cinomolgo usando ARC658 (SEC ID N®: 62), el analogo de PEG de 30 kDa de ARC186 (SEC ID N¢: 4). En
una comparacion de lado a lado (n = 3), ARC658 inhibi6 la actividad de complemento humana con una Clso de 0,21 +
0,0 nM y la actividad de complemento de cinomolgo con una Clsode 1,7 + 0,4 nM (Figura 8). Por lo tanto, ARC658
(SEC ID N2: 62) es 8 = 3 veces menos potentes en suero de cinomolgo en comparacion con el humano mediante esta
medida.

En un estudio relacionado, se investigaron los efectos del aptamero anti-C5 PEGilado con (2,3-bis(mPEG-[20
kDal))-propil-1-carbamoilo) ramificado de 40 kDa, ARC195 (SEC ID N 67) sobre la activacién de la ruta de
complemento clasica ensayado mediante hemdlisis de eritrocitos de oveja en presencia de suero humano (Innovative
Research, Southfield, MI), de mono cinomolgo (Bioreclamation, Hicksville, NY) o de rata (Bioreclamation, Hicksville,
NY). Estos ensayos se efectuaron en suero altamente diluido, 0,1 % para humano y mono cinomolgo, y 0,3 % para
rata, en las mismas condiciones usadas para comparar los efectos inhibidores de ARC1905 frente a ARC672 en la
hemodlisis de eritrocitos de oveja descrita justo antes. En una comparacién de lado a lado, la inhibicién completa (90-99
%) de la actividad de complemento in vitro fue obtenible con ARC1905 en sueros tanto de humano como de mono
cinomolgo, mientras que ARC1905 mostré una actividad de pequeria a no especifica en la muestra de complemento
de rata (Figura 59A). De manera similar a ARC658, ARC1905 fue ~10 veces menos potente contra la actividad de
complemento de cinomolgo en las condiciones del ensayo, como se refleja en los valores de Clggy Clgg expuestos en la
Figura 59B.

Ensayos de union a filtros de nitrocelulosa. Los aptameros individuales se marcaron con *P en el extremo 5’
mediante incubacion con y-**P-ATP y cinasa de polinucledtidos (New England Biolabs, Beverly, MA). El aptamero
radiomarcado se separ6 mediante purificacién del ATP libre mediante filtracion en gel seguido de electroforesis en gel
de poliacrilamida. Para medir la afinidad del aptamero anti-C5, se incub6 el aptdmero radiomarcado (<10 pM) con
concentraciones en aumento (0,05 - 100 nM) de proteina C5 purificada (Quidel, San Diego, CA) en solucion salina
tamponado con fosfato que contenia MgCl> 1 mM a temperatura ambiente (23 °C) y a 37 °C, durante 15 minutos y a
intervalos de tiempo de 4 horas. Las reacciones de union se analizaron mediante filtracién en nitrocelulosa usando un
Minifold | dot-blot, colector de filtracién al vacio de 96 pocillos (Schleicher & Schuell, Keene, NH). Se us6 un medio de
filtracion de tres capas, que consiste (de arriba a abajo) de nitrocelulosa Protan (Schleicher & Schuell), nylon Hybond-P
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y papel de transferencia de gel GB002 (Schleicher & Schuell). La capa de
nitrocelulosa, que se une selectivamente a proteinas por encima de &cidos nucleicos, retuvo preferentemente el
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aptamero anti-C5 en complejo con un ligando proteico, mientras que no pas6 aptamero anti-C5 complejado a través de
la nitrocelulosa y se adhiri6 al nylon. El papel de transferencia de gel se incluy6 solo como medio de soporte para otros
filtros. Después de filtracion, se separaron las capas de filtro, se secaron y se expusieron a una pantalla phosphor
(Amersham Biosciences) y se cuantificaron usando un sistema de formacion de imagenes de transferencia Storm 860
Phosphorimager® (Amersham Biosciences).

Como se muestra en la Figura 9 y en la Figura 10, las concentraciones en aumento de C5 potencian la proporcién de
ARC186 capturado sobre la membrana de nitrocelulosa. La dependencia de ARC186 unido a concentraciones en
aumento de C5 se describe bien por un modelo de unién a un solo sitio (C5 + ARC186 <> C5 e ARC186; % unido =
Cmax / (1 + Ko / [CB]); Cmax €s el maximo de % unido en saturacion de [C5]; Kp es la constante de disociacion). Las
curvas de union de ARC186 a dos temperaturas después de una incubacion de 15 minutos o 4 horas se muestran en
las Figuras 9 y 10, respectivamente. Después de una incubacién de 15 minutos, las curvas de uniéon de ARC186 a 23
y 37 °C son esencialmente indistinguibles dentro del error, ajustdndose con valores de Ky de 0,5 - 0,6 nM (Figura 9).
Las diferencias entre las curvas de unién a 23 y 37 °C se hacen mas pronunciadas cuando se aumenta el tiempo de
incubacién. Después de una incubacién de 4 horas (Figura 10), la Kp observada a 23 °C disminuye a 0,08 + 0,01 nM,
mientras que la Kp observada a 37 °C permanece sin cambios (0,6 + 0,1 nM).

Para demostrar la base para la necesidad de incubacion prolongada a temperatura ambiente, se explord
adicionalmente la afinidad a esta temperatura usando modelos cinéticos. La velocidad de la reaccién mversa que
describe la disociacién de C5<ARC186 es vin = k-1 [C5°ARC186], donde vin €s Ia velocidad (unidades de M min™") y k 4
es la constante de velocidad de disociacién de primer orden (unidades de min’ ) La velocidad de la reaccién directa
que descrlbe la formacion del complejo C5-ARC186 es vgir = k1[Cs][ARC186], donde vgir es la veI00|dad (unidades de M
min’ ) y ki es la constante de velocidad de disociacién de segundo orden (unidades de M min’ ) Los datos se
analizaron usando la asuncién de pseudo primer orden, donde la concentracién de un reactivo (C5 en este caso) se
mantiene en gran exceso frente a la otra ([C5] >> [ARC186], y por lo tanto permanece esencialmente sin cambios a lo
largo de la reaccion. En estas condiciones, la reaccion directa se describe por la ecuacion de velocidad para un
proceso de primer orden, vgir = ki'JARC186], donde k' = k4[C5].

Para analizar la disociacion de C5-ARC186, se pre-equilibr6 ARC186 radiomarcado (< 10 pM) con proteina C55nM en
solucién salina tamponado con fosfato que contenia MgClz 1 mM a temperatura ambiente (23 °C). La reaccién de
disociacién se inici6 mediante la adicion de ARC196 no marcado (1 uM), que actlia como trampa para C5 libre, y se
detuvo mediante separacion de filtracion en nitrocelulosa de ARC186 radiomarcado unido y libre. Se obtuvo un curso
temporal de disociacion de ARC186 variando la duracion entre la iniciacion de la reaccion de disociacion y la filtracion.
El curso temporal de la disociacion, observado como una disminucion en el porcentaje de ARC radiomarcado
capturado sobre el filtro de nitrocelulosa (igual al porcentaje unldo a Cb), se describe bien por una disminucion
exponencial simple donde el % de ARC186 unido = 100 x e™ ' (véase la Figura 11). El valor de la constante de
velocidad de disociacion, k.1, determinado mediante este método es 0,013 + 0,02 min”' , correspondiente a una
semivida (t12=In2/ k.1) de 53 £ 8 min.

Para analizar la reaccién de asociacion, se midi6 la constante de velocidad de equilibrio (keq) para la formacién de
C5-ARC186 en presencia de concentraciones variantes de proteina C5 (1 - 5 nM). La formacién de complejos se inicié
mezclando juntos proteina C5 y ARC186 radiomarcado en PBS que contiene MgCl. 1 mM a temperatura ambiente
(23 °C), y se detuvo mediante separacion por filtracién en nitrocelulosa. Como se describe para las reacciones de
disociacion, se obtuvo un curso temporal de formacién de complejos variando la duracién entre la iniciacién de la
reaccion y la filtracion. El curso temporal de equilibrado, observado como un aumento en el porcentaje de ARC186
radiomarcado capturado sobre el filtro de nltrocelulosa esté bien descrito por una disminucién exponencial simple
donde el % de ARC186 unido = 100 x (1 - ) El curso temporal de equilibracién para C5 1, 2y 4 nM se muestran en
Ia Figura 12. Como era de esperar, el vanr de Keq aumenta linealmente con [C5] (keq (1 nM) =0,19 £0,02 min” keq (2

nM) = 0,39 + 0,03 min’ ; Keg (3 NM) = 0,59 + 0,05 min”’ ; Keg (4 NM) = 0,77 +0,06 min’ ; Keg (5 NM) = 088+006m|n . En
las condiciones del experimento la relacion entre keg, k1 y k-1 €S Keg = ki[C5] + k1. Por tanto, se obtiene una estimacion
de ki a partir de la pendlente de una representacion de keq frente a [C5] (véase el recuadro de la Figura 12), en este
caso 0,18 £ 0,01 nM 'min”

Estos datos indican que, en condiciones de baja concentracion de C5 (por ejemplo, 0,1 nM), se necesita una
incubacién ampliada para que la mezcla de C5 y ARC 186 radlomarcada alcance el equilibrio. En estas condiciones,
Keq = (0,18 £ 0,01 nM 'min™) (0,1 nM) + 0,013 min™ = 0,03 min™", correspondiente a una semivida de 22 minutos. Por lo
tanto, se requiere una incubacion de aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente (~5 semividas) para un
equilibrado completo (> 95 %). Un tiempo de incubacién corto (por ejemplo, de 15 minutos) estimara a la baja de
manera significativa la afinidad real del complejo, como se muestra anteriormente por la diferencia en las afinidades
observadas para una incubacion de 15 minutos (Kp = 0,5 nM) frente a una de 4 horas (Kp = 0,08 nM). Puede calcularse
una estimacion alternativa de la Kp a temperatura ambiente a partir de los datos cinéticos de acuerdo con la relacion Kp
= k.1 / kj. En este caso, la K; calculada es 0,07 £ 0,01 nM, lo que es completamente coherente con la K, determinada
anteriormente mediante métodos termodindmicos.

La especificidad de ARC186 (SEC ID N 4) por C5 también se determiné en ensayos de filtracién en nitrocelulosa
mediante comparacién con los componentes de complemento tanto aguas arriba como aguas abajo de C5 en la
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cascada de complemento. Las proteinas humanas purificadas y los complejos de proteinas se compraron a través de
Complement Technologies (Tyler, TX) incluyendo: C1q (N® de cat A099.18; 2,3 uM, C3 (N° de cat A113c.8; 27 uM, C5
(N2 de cat A120.14; 5,4 uM, C5a des Arg (N° de cat A145.6; 60 uM, sC5b-9 (N° de cat A127.6; 1 uM, factor B (N° de cat
A135.12; 11 yM) y factor H (N® de cat A137.13P; 6,8 uM, Las reacciones de unién se establecieron efectuando
diluciones en serie de proteina en PBS mas MgCl> 1 mM, BSA 0,02 mg/ml y ARNt 0,002 mg/ml, incubando durante 1-4
horas a 25 °C 0 37 °C, y después aplicadas al aparato de filtracion sobre nitrocelulosa como se describe anteriormente.
Las constantes de disociacién Kp se determinaron a partir de representaciones semilogaritmicas de % de unién a
nitrocelulosa frente a [C5] mediante un ajuste de los datos a la ecuacion: % de union a nitrocelulosa = amplitud x
[C5)/(Kd + [CB)).

Los resultados ilustrados en la Figura 13 muestran que el aptamero no reconoce esencialmente a C5a (Kp >> 3 mM),
aunque muestra una afinidad débil por C5b-9 soluble (Kp > 0,2 uM), presumiblemente debido a interacciones con el
componente C5b. Otros componentes de complemento muestran afinidad de moderada a débil por el aptamero. C3 no
activado no se une esencialmente al aptamero; sin embargo, el factor H (Ko ~ 100 nM) y, a un grado mucho menor,
C1qg (Kp > 0,3 uM) se unen. En su conjunto, los datos indican que ARC186 (SEC ID N2: 4) se une con alta afinidad a C5
humano, principalmente a través del reconocimiento del dominio C5b. Por tanto, ARC186 y sus derivados PEGilados,
por ejemplo, ARC1905 no debe interferir con la generacién de C3b, que es importante para la opsonizacién bacteriana,
o con el control innato de la activacién de C' mediante factores reguladores.

La conjugacion de aptameros con restos de PEG de elevado peso molecular introduce la posibilidad de impedancia
estérica que conduce a una afinidad reducida. Los aptdmeros modificados con PEG no se evaluan facilmente para
unién directa mediante ensayos de filtracion en nitrocelulosa debido a la tendencia de estos aptameros a unirse a
nitrocelulosa incluso en ausencia de proteina diana. Sin embargo, las afinidades relativas de estos aptameros pueden
determinarse a partir de su capacidad comparativa para competir con aptdmero radiomarcado no PEGilado (<10 pM)
por la unién a la diana medidas mediante filtracion sobre nitrocelulosa, conocido como ensayo de competicion de
unién, efectuados a 37 °C. A medida que aumenta la concentracion de competidor frio (es decir, no radiomarcado), el
porcentaje de aptamero radiomarcado unido a proteina diana disminuye. Tal como se muestra en la Figura 14,
aumentar las concentraciones de ARC186 frio (SEC ID N% 4) o aptamero PEGilado (ARC657 (SEC ID N 61),
ARC658 (SEC ID N%: 62), y ARC187 (SEC ID N2: 5) (0,05 - 1000 nM) compite facilmente con ARC186 radiomarcado
(SEC ID N2: 4) por la union de proteina C5 2 nM. Adicionalmente, las curvas de titulacién de los cuatro aptdmeros
apenas se solapan, lo que indica que la conjugacién a PEG en el caso de ARC657, ARC658 y ARC187 tiene poco o
ningun efecto sobre la afinidad del aptamero por C5.

En un estudio similar, el efecto de la conjugacion a PEG sobre la unién a C5 se ensay6 comparando ARC672 (ARC186
con una amina 5'-terminal; SEC ID N2 63) con ARC1905 (ARC627 conjugado con un PEG (2,3- bis(mPEG-[20
kDal))-propil-1-carbamoilo) ramificado de 40 kDa) usando el ensayo de unién competitiva. Se prepararon soluciones
madre 10 mM de cada aptdmero en PBS mas MgCl> 1 mM, BSA 0,01 mg/ml, ARNt 0,002 mg/ml, y se diluyeron en serie
para generar una serie de muestras 10X que cubren un intervalo de >100 veces de concentracién de aptamero. Se
anadieron a continuacion alicuotas de 12 pl de cada muestra en una placa de 96 pocillos a 96 ul de ARC186
radiomarcado con **P para generar una solucién 1,1X de marcador y competidor frio. Después, se afadieron 90 pl de
solucion de marcador/competidor a 10 ul de proteina C5 10X para iniciar las reacciones. La concentracion final de
ARC186 radiomarcado en cada reaccién se mantuvo constante. Las reacciones de unién se equilibraron durante
15-30 minutos a 37 °C, y después se filtraron sobre el aparato de filtracién de nitrocelulosa descrito anteriormente.
Para los fines del analisis de datos, los aptameros de competidor frio se trataron como inhibidores competitivos de la
interaccion ARC186/C5; el % de inhibicion se calcul6 normalizando los datos a reacciones de control que carecian de
competidor (control de inhibicibn 0 %). Los valores de Clso se determinaron a partir de representaciones
semilogaritmicas del % de inhibicion frente a [ARC672] o [ARC1905] mediante un ajuste de los datos a la ecuacion: %
de inhibicién = amplitud x [competidor]" /(Clso" + [competidor]").

Como se muestra en la Figura 60, la adicién de un PEG (2,3-bis(mPEG-[20 kDal])-propil-1-carbamoilo) ramificado de
40 kDa tuvo poco o ningun efecto sobre la afinidad del aptamero, medida por unidon competitiva. Los valores de Kp de
0,46+/- 0,149 nM y 0,71 +/- 0,130 nM se aproximaron para ARC672 y ARC1905 respectivamente mediante la
ordenada en el origen del ajuste lineal de la Clso frente a los datos de C5 en la Figura 60. Ambos valores estan
préximos a la Kp determinada para ARC186 a 37 °C.

La dependencia de la temperatura de la interaccion entre ARC1905 y C5 también se estimé mediante ensayo de
competicién. ARC1905 se diluyé en serie para generar una serie de muestras 10X como se describe anteriormente.
Las reacciones de unién se equilibraron durante 1 - 4 horas a 25 °C 0 37 °C, y después se filtraron sobre el aparato de
filtracion de nitrocelulosa. La inhibicién porcentual se calculé normalizando los datos a reacciones control que carecian
de competidor (control de inhibicién 0 %) o que carecian de proteina C5 (control de inhibicidon 100 %). Los valores de
Clso se determinaron a partir de representaciones semilogaritmicas del % de inhibicién frente a [ARC672] o [ARC1905]
mediante un ajuste de los datos a la ecuacion: % de inhibicion = amplitud x [competidor]” /(Clso" + [competidor]"). Como
se muestra en la Figura 61, ARC1905 se une a C5 con elevada afinidad tanto a 25 °C como a 37 °C. Los valores de Kp
de 0,15 £ 0,048 nM y 0,69 = 0,148 nM se obtuvieron a 25 °C y 37 °C, respectivamente, a partir de la ordenada en el
origen de la Cls frente a los datos de C5. Ambos valores son coherentes con los valores de Kp determinados para la
interaccion de ARC186/C5 descritos anteriormente.
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Ejemplo 1B: Ensayo en sangre completa.

Se analiz6 el efecto del aptamero anti-C5 sobre la ruta alternativa del sistema de complemento usando el siguiente
ensayo en sangre completa. En ausencia de un anticoagulante, se recogi6 sangre de voluntarios humanos normales.
Se incubaron alicuotas de sangre (que no contenian anticoagulante) con concentraciones en aumento de ARC186
(SEC ID N2: 4) durante 5 horas a temperatura ambiente o a 37 °C. Las muestras se centrifugaron para aislar suero y la
presencia de C5b en el suero se detecté mediante ELISA de sC5b-9 (kit ELISA C5b-9, Quidel, San Diego, CA). Tal
como se muestra en la Figura 15, la actividad anticomplemento, como se refleja por la produccién de C5b-9, entre
muestras incubadas a diferentes temperaturas divergieron a 3 mM. Los datos de temperatura ambiente indicaron que
la concentracion de aptadmero necesario para la inhibicion cuantitativa esta en el intervalo de 3-6 mM, mientras que la
concentracién comunicada de C5 es aproximadamente 400 nM. Estos resultados sugieren que un exceso molar de
mas de 10 veces de aptamero anti-C5 (ARC186; SEC ID N°: 4) pueden ser necesarios para la inhibicién completa de la
actividad de C5.

Ejemplo 1C: Activacién de complemento mediante zimosano.

El zimosano es un componente de polisacarido de la pared celular de levaduras, y un potente activador de la cascada
de complemento alternativa. La adicién de zimosano a muestras de sangre ex vivo, plasma o suero da como resultado
la acumulacion de productos de activacién de complemento, incluyendo C5a y la versién soluble de C5b-9 (sC5b-9).
Se afiadieron muestras de suero humano no diluido (Center for Blood Research, Boston, MA), sangre completa
humana citrada (Center for Blood Research, Boston, MA) suero de cinomolgo (Charles River Labs, Wilmington, MA)
con concentraciones en aumento de ARC658 (SEC ID N®: 62), el analogo de ARC186 de PEG de 30K (SEC ID N¢: 4).
Para activar el complemento, se afiadi6é zimosano (Sigma, St. Louis, MO) en una suspensiéon 10X a las muestras a una
concentracién final de 5 mg/ml. Después de una incubacion de 15 minutos a 37 °C, se retiraron las particulas de
zimosano mediante centrifugacion y se determiné el alcance de la activacion de complemento mediante ELISA de C5a
y/o sC5b-9 (kit de ELISA C5b-9, Quidel, San Diego, CA; kit ELISA C5a, BD Biosciences San Diego, CA).

En ausencia del aptamero, el tratamiento de zimosano activa ~50 % de C5 de suero o sangre completa, en
comparacién con una activaciéon de ~1 % en muestra sin tratar. La adicién de aptamero anti-C5 hasta 50 nM (~10 % de
concentracién de C5 en sangre) tuvo poco efecto sobre la formacion de sC5b-9. Sin embargo, la titulacion de C5 con
concentraciones en aumento de ARC658 (SEC ID N2 62) inhibi6 la activacion de C5 de manera dependiente de la
dosis como se observa en la Figura 16. En suero humano o sangre completa, la inhibicion cuantitativa (~99 %) se
observo a 0,8 - 1 mM de ARC658 (SEC ID N2: 62), correspondiente a ~2 equivalentes molares de aptamero a C5. Se
necesitaron concentraciones mayores de aptadmero para lograr una inhibicion comparable en suero de cinomolgo. En
este caso, se logré un 99 % de inhibicién solo en presencia de 10 mM de aptamero, o ~20 equivalentes molares de
aptamero a C5.

En un estudio similar, los efectos inhibidores de ARC1905 (la versién PEGilada de (2,3-bistmPEG-[20
kDa])-propil-1-carbamoilo) ramificado de 40 kDa de ARC186) se ensayd en muestras humanas y de cinomolgo usando
el zimosano para activar el complemento mediante la ruta alternativa del modo siguiente. Se suministré zimosano A de
Saccharomyces cerevisiae por Sigma-Aldrich, Inc. (N° de Cat Z4250-1G, St. Louis, MO). El zimosano A se suministrd
en polvo y se resuspendié en PBS de Dulbecco (Gibco, Carlsbad, CA, N® de Cat. 14190-144) para producir una
suspension de 50 mg/ml. El suero humano normal agrupado congelado (N° de Cat. IPLA-SER) se adquirid en
Innovative Research (Southfield, Ml). El suero de macaco cinomolgo agrupado congelado (N® de Cat. CYNSRM) se
adquirid en Bioreclamation (Hicksville, NY). Se descongelaron viales de 5 - 10 ml de suero proporcionados por el
proveedor a 37 °C, se dividieron en alicuotas (~1 ml) y se conservaron a -20 °C. Las alicuotas se descongelaron segun
se necesitaron justo antes de su uso mediante incubacién a 37 °C y se conservaron en hielo durante los experimentos.
La concentracién final de suero en cada caso fue ~100 %. Se prepar6 una solucion madre 20 uM de ARC1905 en
solucion salina al 0,9 % y se diluy6 en serie para generar una serie de muestras 10X que cubren un intervalo de ~90
veces de concentracién de aptamero. También se incluyd una muestra sin aptamero (solo solucién salina) como
control negativo (inhibicion 0 %).

Se pipetearon 90 pl de suero en pocillos de una placa de PCR de 96 pocillos (VWR, N° de Cat 1442-9596). Se
diluyeron 10 ul de muestra de aptamero directamente en el suero a temperatura ambiente y se mezcld. Se pipetearon
8 pl de zimosano 50 mg/ml en pocillos de una placa de PCR de 96 pocillos separada. Ambas placas se preincubaron
simultaneamente a 37 °C durante 15 minutos. Inmediatamente después de la preincubacion, se afiadieron 80 ml de la
mezcla de suero/aptamero directamente a 8 pl de zimosano y se mezcld, produciendo 5 mg/ml de concentracion final
de zimosano. La placa de reaccidn se sellé y se incub6 durante 15 minutos a 37 °C. Al final de la incubacion, la
reaccion se inactivo pipeteando 8 pl de EDTA 0,5 M en los pocillos y mezclando. El zimosano se precipitdé mediante
centrifugacién (3700 rpm, 5 min, temperatura ambiente) y ~80 ul de sobrenadante inactivado se transfirieron a una
nueva placa de PCR de 96 pocillos y se sellé. Los sobrenadantes se congelaron de manera ultrarrapida en nitrégeno
liquido y se conservaron a -20°C. Para controlar la inactivacién de fondo independiente de zimosano, se prepararon
muestras de suero y se trataron exactamente como se describe anteriormente, excepto que se afnadieron 8 ml de
solucién salina en vez de zimosano.
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El alcance de la activacién de C5 se determiné a partir de los niveles relativos de C5a generados en cada muestra
activada por zimosano, segun se midi6 por ELISA de C5a (ALPCO Diagnostics, Windham, NH, N° de Cat. EIA-3327)
siguiendo el protocolo del kit ELISA C5a. El kit ELISA C5a incluye reactivos especificos de humano y esta formateado
para el andlisis de C5a humano (hC5a) en plasma o muestras de suero. Por lo tanto fue necesario caracterizar la
respuesta del ELISA a C5a de mono cinomolgo usando patrones de concentracion de cinomolgo. Para preparar un
conjunto de patrones a medida, se incubaron alicuotas de 0,5 ml de humano o de mono cinomolgo con 5 mg/ml de
zimosano durante 15 minutos a 37 °C, se inactivaron con 12,5 ml de EDTA 0,5 M y se centrifugé para eliminar el
zimosano. La concentracién de C5a en la muestra de suero humano activada por zimosano se determin6 como
aproximadamente 2 mg/ml de hC5a en comparacién con patrones en plasma de hC5a proporcionados con el kit. La
concentracién de C5a en la muestra de mono cinomolgo, expresada en equivalentes humanos de C5a (hCbha eq.), se
determiné como aproximadamente 0,6 mg/ml de hC5a eq. Se prepararon series de patrones que cubrian un intervalo
desde 0,4 - 400 ng/ml de hC5a o de 0,12-120 ng/ml de hC5a eq. por dilucion en suero de rata (que no interfiere con el
ELISA). Los patrones se pretrataron con un reactivo de precipitacion de proteinas como se indicaba en el protocolo del
kit de ELISA y se aplicaron sin dilucion adicional en la placa de ELISA. La placa de ELISA se ley6 a una absorbancia
maxima de 450 nm (A4s0) usando un lector de absorbancia de placa VersaMax UV/vis (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA). La Asso vario con la concentracion de C5a desde un minimo de 0,1 - 0,2 a bajo Cba, estabilizandose a
~3,5 a alto C5a. Para cuantificar C5a en las muestras de ensayo, los limites superior e inferior de cuantificacion fueron,
respectivamente, 25 y 0,78 ng/ml de hC5a para humano, y 15 y 0,94 ng/ml de hC5a eq para mono cinomolgo. Asso
frente a ng/ml de hC5a o hC5a eq se representd como se muestra en la Figura 62, y se obtuvo una curva patrén a partir
de un ajuste de 4 parametros a los datos usando la ecuacién y = ((A - D)/(1 + (x/C)B)) + D.

Justo antes del analisis de C5a, las muestras de ensayo (incluyendo los controles de solucion salina solo y sin
zimosano) se pretrataron con reactivo precipitante de proteina como se indicaba en el protocolo del kit de ELISA,
después se diluyeron en serie en solucién salina al 0,9 %. Los niveles de C5a en muestras de ensayo sin diluir
(incluyendo algunos de los controles sin zimosano) superaron normalmente el limite superior de cuantificacion (LSDC).
Por lo tanto, las diluciones de 1/5, 1/50 y 1/250 se ensayaron para adaptar el intervalo completo de concentraciones de
muestra de ensayo de C5a. Los niveles de C5a se cuantificaron por comparacién con la curva patron adecuada (de
humano o de mono cinomolgo) y se corrigieron para dilucion. El % de inhibicion de cada concentracién de aptdmero se
calculd usando la ecuacién % inh. = 100 - 100 x (C5amuyestra - C5asin zimosano) / (C5asol.salina - C5asin zimosano)- LOS valores de
Clso se determinaron a partir de una representacién del % de inhibicién frente a [ARC1905] usando la ecuacién %inh =
( % iNh.)maximo X [ARC1905]" / (Clso" + [ARC1905]") + fondo. Los valores de Clgo y Clgg se calcularon a partir de los
valores de CI50 usando las ecuaciones Clgg = Cls X [90/(100-90)]""y Clge = Clso x [99/(100-99)]"".

El alcance de la activaciéon de C3 (la etapa en la ruta comin de complemento justo aguas arriba de C5) se determiné a
partir de los niveles relativos de C3a generados en cada muestra activada por zimosano, segun se midi6 por ELISA de
C3a (kit de ELISA de Becton-Dickinson OptiEIA C3a, N° de Cat 550499, Franklin Lakes, NJ) siguiendo el protocolo del
kit de ELISA de C3a.

Justo antes del andlisis de C3a, se diluyeron en serie muestras (incluyendo los controles de solucion salina solo y sin
zimosano) en solucién salina al 0,9 %. El ELISA de C3a es mas sensible que aquel para C5a; por tanto, las diluciones
de 1/500, 1/5000 y 1/25.000 fueron necesarias para acomodar el intervalo completo de concentraciones de muestra de
C3a. Los patrones del kit, derivados de suero humano, se usaron en vez de los patrones a medida preparados para el
andlisis de C5a. Ya que los niveles de C3a no variaron en gran medida, los patrones especificos de humano
proporcionaron una indicacion suficiente de sus niveles relativos.

Los datos generados a partir de los ELISA de C5a y C3 se analizaron usando Microsoft Excel, y los valores de % de
inhibicion medios se representaron usando Kaleidagraph (v. 3.5.1, Synergy Software). Los valores de Clsg, Clgg y Clgg
se determinaron usando el complemento XLfit 4.1 en Excel. Los efectos comparativos de ARC1905 en la activacién de
complemento de ser humano y mono cinomolgo, medidos mediante este enfoque, se resumen en la Figura 63 y Figura
64. Como puede verse en estas Figuras, la inhibicion completa de la activacién de C5 a través de la ruta alternativa se
puede lograr in vitro con ARC1905 en sueros tanto de humano como de mono cinomolgo. En suero humano, la
concentracién de ARC1905 necesaria para un 90 % de inhibicién de la activacion de C5 en una muestra no diluida fue
442 + 23 nM, aproximadamente equivalente a la concentracion molar media de C5. Sin embargo, ARC1905 fue 4 - 6
veces menos potente contra la actividad de complemento de mono cinomolgo en las condiciones del ensayo, como se
refleja en los valores de Clgg y Clog.

Los efectos de la activacion de ARC1905 de C3, medidos por los niveles de C3a, se resumen en la Figura 65. El
razonamiento para dirigirse especificamente al extremo de la cola de la ruta de complemento es para bloquear las
funciones proinflamatorias de C5a y el complejo de ataqgue a membrana (MAC) sin comprometer las funciones de
lucha contra patdégenos de factores aguas arriba que culminan en la generacion de C3a y C3b. Los datos en la Figura
65 demuestran que ARC1905, hasta 2 mM, no inhibe la generacion de C3a e indican que la activacion de
complemento aguas arriba no esta impactada negativamente por ARC1905. El bloqueo esencialmente completo de la
activacién de C5 de la ruta alternativa se logré en muestras de suero tanto humanas como de cinomolgo usando
ARC1905. ARC1905 fue aproximadamente un orden de magnitud menos potente en la inhibiciéon de la activacion de
C5 de mono cinomolgo que la activacion de C5 humano en las condiciones de este ensayo. Aunque no se desea estar
unidos a teoria alguna, el efecto inhibidor de ARC1905 sobre la activacion de complemento es especifica para C5 ya
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que la activacion de C3 no se inhibié.

Ejemplo 1D; Modelo de bucle de tubo de activacién de complemento

Para ensayar la capacidad de aptamero anti-C5 para bloquear la activacion de complemento inducida por exposicion a
materiales extrafios, como se encuentra en un circuito de revascularizacion cardiopulmonar, se us6 el modelo de bucle
de tubo descrito por Nilsson y colegas (Gong et al., (1996) Journal of Clinical Immunology 16, 222-9; Nilsson et al,
(1998) Blood 92, 1661-7). Se cortd tubo quirirgico/médico Tygon S-50-HL (didametro interno de 0,635 cm) (United
States Plastic Corp. ((Lima, OH), N° de Cat. 00542) en longitudes de aproximadamente 300 mm (aproximadamente 9
ml de volumen) y se cargaron con 5 ml de sangre de donante humano que contenia 0,4 unidades/ml de heparina
(Celsus) y diversas concentraciones de ARC658 (SEC ID N: 62) (0 - 5 mM). Cada longitud de tubo Tygon se cerr6 en
un bucle con secciones cortas (~50 mm) de tubo enlazador de silicona no quirirgico (diametro interno de 0,95 cm)
(United States Plastic Corp. (formulacion R-3603, N° de Cat. 00271) como se describe en Gong et al. Los bucles de
tubo se rotaron durante 1 hora a aproximadamente 30 rpm en un bafo de agua a 37 °C. Los contenidos del bucle se
vertieron después en tubos cénicos de polipropileno que contenian EDTA (concentracion final de 10 mM) para
inactivar la activacion de complemento. Se aisl6 plasma pobre en plaquetas por centrifugacién y se analiz6 para C5a 'y
CB3a mediante ELISA (kit ELISA de C3a, Quidel, San Diego, CA; kit ELISA C5a, BD Biosciences San Diego, CA).

La activaciéon total de complemento en ausencia de aptamero fue pequefia en comparacién con el ensayo de
zimosano. Normalmente, los niveles de C5a aumentaron en aproximadamente 6 nm/ml después de 1 hora de
incubacién, correspondiente a la activacion de < 1 % del C5 disponible. Sin embargo, este aumento fue reproducible y
se inhibid por titulacién con ARC658 (SEC ID N°: 62). Tal como se muestra en la Figura 17, 300 - 400 nM de ARC658
(SEC ID N 62) fueron suficientes para lograr un 99 % de inhibicién de activacién de C5, un nivel que es
aproximadamente equivalente o ligeramente menor que la concentracion molar de C5 en sangre. Aunque sin desear
quedar ligado a teoria alguna, aunque se necesita menos aptamero para obtener una inhibicion del 99 % de la
activacion de C5 en este modelo que en el modelo de zimosano, esta observacion puede reflejar las diferencias
sustanciales en el estimulo activador de complemento usado en los dos ensayos. La generacién de C3a también se
supervisd como un control para verificar que ARC658 (SEC ID N2: 62) no bloqueaba las etapas de activacion antes de
C5 en la cascada de complemento. Los niveles de C3a aumentaron en aproximadamente 4000 ng/ml después de 1
hora de incubacién, correspondiente a la activacion de aproximadamente el 10 % del C3 disponible. En comparacién
con la generacién de C5a, se observoé poca inhibicion dependiente de la dosis de generacién de C3a tras la titulacion
con ARC658 (SEC ID N®: 62) lo que demuestra que ARC658 (SEC ID N°: 62) bloquea especificamente la escision de
C5.

Se repitié el estudio de modelo de bucle de tubo con el aptdmero anti-C5 ARC1905 (SEC ID N¢: 67). ARC1905 se
diluyé en serie en solucion salina al 0,9 % para generar una serie de muestras 20X que cubren un intervalo de 100
veces las concentraciones de aptamero (10 - 1000 nM finales en el ensayo). Las muestras que contenian aptamero
irrelevante (ARC127) se incluyeron para controlar los efectos no especificos de oligonucle6tidos. También se incluy6
una muestra sin aptamero (solo solucidn salina) como control negativo. Se extrajeron muestras de sangre de un solo
donante mediante métodos estandar de flebotomia de voluntarios internos. La sangre completa se extrajo de 5
donantes individuales directamente en una jeringa de 60 ml (Becton-Dickinson, (Franklin Lakes, NJ), N? de Cat.
309653) y se dividieron en alicuotas en bivalirrudina (final de 20 mM) (Prospec-Tany Technogene Ltd., (Israel), N® de
lote 105BIVO1) +/- aptamero. Se usé el anticoagulante bivalirrudina, un inhibidor directo de trombina, en vez de
heparina que interfiere con la activacion del complemento.

El modelo de bucle de tubo se efectué esencialmente como acaba de describirse anteriormente. Se cargaron
secciones de tubo de ~300 mm (diametro 0,635 cm, volumen ~9 ml) con 5 ml de muestras de
sangre/aptamero/bivalirrudina inmediatamente después de que se recogiese la sangre del donante. Los tubos se
cerraron de manera segura en bucles con secciones cortas (~50 mm) de tubo enlazador de silicona, produciendo un
volumen de gas de ~4ml. Los bucles de tubo se rotaron verticalmente a 32 rpm durante la incubacién en un bafo de
agua a 37 °C durante 1 hora. Después de la incubacién, los 5 ml de muestra se transfirieron a un tubo cénico de 15 ml
(Corning, (Corning, NY), N® de Cat. 430766) que contienen 100 ml de EDTA 0,5 M, dando una concentracion final de
EDTA de 10 mM. Se recogi6 1 ml de plasma sobrenadante de cada muestra inactivada después de la centrifugacion
(tubos Eppendorf de Centrifuga 5804) a 4 °C (3.300 rpm, 20 minutos). Los sobrenadantes se congelaron de manera
ultrarrapida en nitrégeno liquido y se conservaron a -20°C. Para controlar la inactivacion de fondo, se preparé una
muestra pre-CPB afiadiendo 5 ml de sangre reciente directamente a un tubo conico de 15 ml sobre hielo que contenia
100 ml de EDTA 0,5 M. Esta muestra se proces6 para plasma y se almacen6 como se describe anteriormente.

El alcance de la activacién de C5 se determind a partir de los niveles relativos de C5a generados en cada muestra
activada, medido mediante ELISA de C5a como se describe inmediatamente antes. El ELISA de C5a se efectu6 con
muestras de plasma sin diluir de acuerdo con el protocolo del kit de ELISA y se cuantificaron los niveles de C5a de la
muestra mediante comparacion con los patrones de C5a proporcionados por el fabricante. El % de inhibicién de
generacién de C5a a cada concentracién de aptamero se calcul6é usando la ecuacién %inh = 100 - 100 x (C5amuyestra -
C5apre-cp) / (C5asolo muestra - C5apre-cra). LOs valores de Clsg se determinaron a partir de una representacién del % de
inhibicién frente a [ARC1905] usando la ecuacion %inh = ( % inh.)maximo X [ARC1905]" / (Clso" + [ARC1905]") + fondo.
Los valores de Clgy y Clgg se calcularon a partir de los valores de Clsp usando las ecuaciones Clgy = Clsp x

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

[90/(100-90)]'™ y Clog = Clso x [99/(100-99)]""".

El alcance de la activacién de C3 se determiné a partir de los niveles relativos de C3a generados en cada muestra
activada, medido mediante ELISA de C3a como se describe inmediatamente antes. Justo antes del analisis de C3a, se
diluyeron en serie muestras (incluyendo los controles de solucién salina solo y pre-CPB) en solucién salina al 0,9 %. El
ELISA de C3a es mas sensible que aquel para C5a; por tanto, se necesitd una dilucién de 1/5000 para acomodar el
intervalo de concentraciones de muestra de C3a. Los niveles de C3a se cuantificaron mediante comparacion con los
patrones del kit, y el % de inhibicion se calculé como se describe para C5a. Los datos se analizaron usando Microsoft
Excel, y los valores medios de % de inhibicion se representaron usando Kaleidagraph (v 3.5 Synergy Software). Los
valores de Clso, Clgg y Clgg se determinaron usando el complemento XLfit 4.1 en Excel.

Los efectos medios de ARC1905 y aptamero irrelevante ARC127, sobre la activacion de complemento en los cinco
donantes se resumen en la Figura 66. Como se muestra en la Figura 67, el bloqueo completo de la activacion de C5,
como se refleja en la generacién de C5a, se logré con <500 nM de ARC1905, mientras que el aptamero irrelevante no
tuvo efecto inhibidor hasta 1 uM. Los valores medios en sangre de Clsg, Clgo y Clgg fueron 119 + 28,6 nM, 268 + 39,2 nM
y 694 * 241 nM, respectivamente (Figura 66). Aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, es razonable suponer
que ARC1905 esta excluido del volumen de sangre celular, que comprende aproximadamente el 45 % del total. Por lo
tanto, los valores de Clso, Cloo y Clgg, ajustados para reflejar la inhibicién de C5 en plasma, fueron 216 + 52,0 nM, 487
+71 nMy 1261 £ 438 nM. Estos valores son coherentes con los pardmetros calculados para la inhibicion de ARC1905
de activacion de complemento inducida por zimosano en suero, lo que sugiere que los componentes celulares de la
sangre no interfieren significativamente con la actividad anti-C5 de ARC1905. La generacion de C3a no se inhibié por
ARC1905 o aptamero irrelevante hasta 1 uM. Aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, esto sugiere que
ARC1905 no inhibe la reaccion de convertasa de C3, ni bloquea otras etapas que contribuyen a la activacion de la
cascada alternativa, tal como la deposicion de C3 y el ensamblaje de convertasa.

EJEMPLO 2
Selecciones y secuencias desde cero

Seleccion de C5 con grupo de dBmY

Se efectuaron dos selecciones para identificar aptdmeros de dRmY para proteina C5 humana de longitud completa. La
proteina C5 (Quidel Corporation, San Diego, CA o Advanced Research Technologies, San Diego, CA) se us6 en forma
de longitud completa ("LC") y parcialmente tripsinizada ("ATP") y ambas selecciones fueron selecciones directas
contra las dianas proteicas que se habian inmovilizado sobre una placa hidr6foba. Ambas selecciones produjeron
grupos significativamente enriquecidos para unién a C5 de longitud completa frente a grupo sin tratar, no seleccionado.
Todas las secuencias mostradas en este ejemplo se muestran en 5'a 3.

Preparacion del grupo: Un molde de ADN con la secuencia

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTACN@3)GGTCGATC
GATCGATCATCGATGATCGATCATCGATG (ARC520; SEC ID N2: 70) se sintetizé usando un sintetizador de ADN
ABI EXPEDITE™, y se desprotegi6 mediante métodos estandar. Los moldes se amplificaron con cebador 5'
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC (SEC ID Ne: 71) y cebador 3
CATCGATGATCGATCGATCGACC (SEC ID N2: 72) y después se usaron como molde para la transcripcion in vitro
con ARN polimerasa de T7 mutante simple Y639F. Las transcripciones se efectuaron usando HEPES 200 mM, DTT 40
mM, espermidina 2 mM, TritonX-100 al 0,01 %, PEG-8000 al 10 %, MgClz 9,5 mM, MnCl, 2,9 mM, NTP 2 mM, GMP 2
mM, espermina 2 mM, pirofosfatasa inorganica 0,01 unidades/pl, y polimerasa de T7 mutante simple Y639F.

Seleccion: En el ciclo 1, se efectué una etapa de seleccion positiva sobre columnas de unién de filtro de nitrocelulosa.
Brevemente, se incubaron 1 X 10'® moléculas (0,5 nmol) de agrupacion de ARN en 100 pl de tampén de unién (DPBS
1X) con 3 uM de C5 de longitud completa o0 2,6 uM de C5 parcialmente tripsinizada durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se separaron complejos ARN:proteina y moléculas de ARN libres usando 0,45 um de columnas de
centrifugacién de nitrocelulosa de Schleicher & Schuell (Keene, NH). Las columnas se prelavaron con 1 ml de DPBS
1X, y después las soluciones que contenian ARN:proteina se afiadieron a las columnas y se centrifugaron a 1500 g
durante 2 minutos. Se efectuaron tres lavados con 1 ml de tamp6n para eliminar los aglutinantes no especificos de los
filtros, después, los complejos ARN:proteina unidos a los filtros se eluyeron dos veces con lavados de 200 ml de
tampon de elucion (urea 7 M, acetato de sodio 100 mM, EDTA 3 mM, precalentado a 95 °C). EI ARN eluido se precipité
(glucogeno 2 l, isopropanol 1 volumen, etanol Y2 volumen). Se retrotranscribié el ARN con el sistema ThermoScript
RT-PCR™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, usando el cebador 3' descrito
anteriormente SEC ID N 72, seguido de amplificacién por PCR (Tris 20 mM, pH 8,4, KCI 50 mM, MgCl. 2 mM,
cebadores 0,5 uM SEC ID N%: 71 y SEC ID N¢: 72, dNTP 0,5 mM cada uno, 0,05 unidades/ml de polimerasa Taq (New
England Biolabs, Beverly, MA)). Los moldes de PCR se purificaron usando columnas Centricep (Princeton
Separations, Princeton, NJ) y se usaron para transcribir el grupo del ciclo siguiente.

En ciclos de seleccién posteriores, la separacion de ARN unido y libre se efectué sobre placas hidréfobas Nunc
Maxisorp (Nunc, Rochester, NY). El ciclo se inici6 inmovilizando 20 pmol de C5 de longitud completa y de C5
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parcialmente tripsinizada en la superficie de la placa durante 1 hora a temperatura ambiente en 100 ul de DPBS 1X.
Después el sobrenadante se retird y los pocillos se lavaron 4 veces con 120 yl de tamp6n de lavado (DPBS 1X). Los
pocillos con la proteina se bloquearon después con un tampén DPBS 1X que contenia 0,1 mg/ml de ARNt de levadura
y 0,1 mg/ml de ADN de esperma de salmén como competidores. La concentracion del grupo usada siempre estaba en
un exceso de al menos cinco veces el de la concentracion de proteina. El grupo de ARN también se incub6 durante 1
hora a temperatura ambiente en pocillos vacios para eliminar cualquier secuencia unida a plastico, y después se
incubaron en un pocillo bloqueado sin proteina para eliminar cualquier secuencia de unién a competidor a partir del
grupo antes de la etapa de seleccion positiva. Después el grupo de ARN se incub6 durante 1 hora a temperatura
ambiente y el ARN unido a la C5 inmovilizada se retrotranscribi6é directamente en la placa de seleccién mediante la
adicion de mezcla RT (cebador 3', SEC ID N°: 72 y Th RT, Invitrogen) seguido de incubacién a 65 °C durante 1 hora. El
ADNC resultante se usé como molde para la polimerasa, New England Biolabs). El grupo de ADN molde amplificado se
desaliniz6 con una columna Centrisep (Separations) de acuerdo con las condiciones recomendadas por el fabricante y
se usaron para programar la transcripcion del grupo de ARN durante el siguiente ciclo de seleccion. El grupo transcrito
se purificé en gel sobre un gel de poliacrilamida al 10 % en cada ciclo.

El progreso de la seleccion se supervis6 usando un ensayo de unidn en filtro de tipo sandwich (transferencia puntual).
El grupo de ARN 5'- marcado con **P (concentracion traza) se incubé con C5, DPBS 1X mas ARNt 0,1 mg/ml y
esperma de salmon 0,1 mg/ml durante 30 minutos a temperatura ambiente, y después se aplicé a un sandwich de filtro
de nitrocelulosa y nylon en un aparato de transferencia puntual (Scheicher & Schuell). El porcentaje de grupo de ARN
unido a la nitrocelulosa se calcul6 y supervisé aproximadamente cada 3 ciclos con una pantalla de un solo punto (+/-
300 nM de C5). Las medidas de Ky del grupo se midieron usando una titulacién de proteina y el aparato de
transferencia puntual como se describe anteriormente.

Datos de seleccion: Ambas selecciones se enriquecieron después de 10 ciclos frente al grupo no expuesto. Véase la
Figura 18. En el ciclo 10, la Ky del grupo fue aproximadamente 115 nM para longitud completa y 150 nM para la
seleccidn tripsinizada, pero el alcance de la unién fue solo aproximadamente el 10 % en la fase estable en ambos. Los
grupos de R10 se clonaron usando el kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen) y se secuenciaron.

Informacién de secuencia: Se secuenciaron 45 clones de cada grupo. El grupo R10 de longitud completa estaba
dominado por un solo clon ARC913 (SEC ID N°: 75) que constituy6 el 24 % del grupo, 2 conjuntos de duplicados y
secuencias individuales constituyeron el resto. El grupo tripsinizado de R10 contenia 8 copias de la misma secuencia
ARC913 (SEC ID N®: 75), pero el grupo estaba dominado por otra secuencia (AMX221.A7; 46 %). El clon ARC913
(SEC ID Ne®: 75) tenia una Ky de aproximadamente 140 nMy el alcance de la union fue hasta 20 %. Véase la Figura 19.

La secuencia individual listada en la Tabla 3 esta listada en la direccién 5' a 3', y representa la secuencia de
ribonucleétidos del aptdmero que se seleccioné en las condiciones de SELEX™ de dRmY proporcionadas. En las
realizaciones de la invencion derivadas de esta seleccion (y reflejadas en el listado de secuencias) las purinas (Ay G)
son desoxi y las pirimidinas (U y C) son 2'-OMe. La secuencia listada en la Tabla 3 puede contener o no taponado (por
ejemplo, una dT 3'invertida). La secuencia Unica del aptamero a continuacién comienza en el nucleétido 23, siguiendo
inmediatamente la secuencia fija GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEC ID N2: 73), y prosigue hasta que alcanza la
secuencia de acidos nucleicos 3' fija GGUCGAUCGAUCGAUCAUCGAUG (SEC ID N¢: 74)

Tabla 3: Secuencia de nucleétidos del aptamero dRmY de C5
ARC913 (SEC ID N¢: 75)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAUACGCAGGGGUCGAUCGAUCGAUC
AUCGAUG

Ensayo de hemdlisis: El efecto de ARC913 (SEC ID N 75) sobre la ruta clasica del sistema de complemento se
analiz6 usando un ensayo de hemodlisis descrito anteriormente, en comparacion tanto con ARC186 (SEC ID N®: 4)
(aptédmero anti-C5, control positivo) como con el grupo de dRmY no seleccionado (control negativo). En el ensayo de
inhibicion hemolitica, se mezcl6 una solucién de suero humano completo al 0,2 % con eritrocitos de oveja recubiertos
de anticuerpo (Prueba Diamedix EZ Complement CH50, Diamedix Corporation, Miami, FL) en presencia de ARC913
titulado (SEC ID N2 75). El ensayo se efectud en solucion salina tamponada con veronal que contenia calcio,
magnesio y gelatina al 1 % (tampén de complemento GVB++) y se incubd durante 1 hora a 25 °C. Después de la
incubacién las muestras se centrifugaron. Se ley6 la densidad éptica a 415 nm (DOa15) del sobrenadante. La inhibicién
de la actividad de hemolisis se expresa como % de actividad de hemolisis en comparacién con el control. Véase la
Figura 20. Se calcul6 que la Clso del aptamero era de aproximadamente 30 nM.

EJEMPLO 3
Composicion y optimizacion de secuencia

Ejemplo 3A: Minimizacién de ARC913:

Se transcribieron seis construcciones basadas en ARC913 (SEC ID N°: 75), se purificaron en gel y se ensayaron en
transferencias puntuales para la uniéon a C5. ARC954 fue similar al clon parental con una Ky de 130 nM y el alcance de
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la unién al 20 %, mientras que ARC874 (SEC ID N®: 76) fue el Unico otro clon que se unié a C5 con una Ky de 1 uM.

Las secuencias individuales listadas en la Tabla 4 se listan en la direcciéon 5' a 3' y derivaron de aptameros que se
seleccionaron en las condiciones de SELEX de dRmY proporcionadas. En las realizaciones de la invencién derivadas
de esta seleccion (y reflejadas en el listado de secuencias) las purinas (A y G) son desoxi y las pirimidinas (U y C) son
2’-OMe. Cada una de las secuencias listadas en la Tabla 5 puede o no contener un tapén (por ejemplo, una dT
invertida 3').

Tabla 4. Secuencias de nucleétidos de clones minimizados de ARC913

ARCB874 (SEC ID N¢: 76)
CCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAUACGCAGGG

ARC875 (SEC ID N°: 77)
CCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAAACGCAGGG

ARCB876 (SEC ID N¢: 78)
GGGUUUGGCACAGGCAUACAUACCC

ARC877 (SEC ID Ne: 79)
GGGUUUGGCACAGGCAUACAAACCC

ARC878 (SEC ID N¢: 80)
GGCGGCACAGGCAVACAUACGCAGGGGUCGCC

ARC954 (SEC ID Ne: 81)
CGUUCUACCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAUACGCAGGGGUCGAUCG

Ejemplo 3B: Optimizacién de ARC913: Reseleccién dopada

Tanto para optimizar el clon ARC913 (SEC ID N¢: 75) para la afinidad de unién a C5, y para determinar los elementos
clave de union, se efectud una reseleccion dopada. Las reselecciones dopadas se usan para explorar las necesidades
de secuencia dentro de un clon activo o minimero. Las selecciones se llevan a cabo con un grupo sintético,
degenerado, que se ha disefiado basandose en una sola secuencia. El nivel de degeneracién varia generalmente
desde un 70 % hasta un 85 % del nucleétido de tipo silvestre. Por lo general, se observan mutaciones neutras, pero en
algunos casos, los cambios de secuencia pueden dar como resultado mejoras en la afinidad. La informacion de
secuencia compuesta puede usarse entonces para identificar el motivo minimo de unién y ayudar a los esfuerzos de
optimizacién.

Preparacion del grupo: La secuencia molde
taatacgactcactataGGGAGAGGAGAGAACGTTCTACN ;3 GTTACGACTAGCATCGATG (SEC ID N2 82) se basé en
ARC913 (SEC ID N2: 75) y se sintetizd con cada resto origindndose a partir de la region aleatoria dopada a un nivel del
15 %, es decir, en cada posicion ("N") al azar, el resto tiene una probabilidad del 85 % de ser el nucleédtido encontrado
en la secuencia CTTGGTTTGGCACAGGCATACATACGCAGGGGTCGATCG (SEC ID Ne@: 83) de tipo silvestre y una
probabilidad del 15 % de ser uno de los otros tres nucledétidos.

El molde y el grupo de ARN para la reseleccion dopada se prepararon esencialmente como se describe anteriormente.
Los moldes se amplificaron con los cebadores taatacgactcactataGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC (SEC ID N°: 84) y
CATCGATGCTAGTCGTAAC (SEC ID N¢: 85). Se efectuaron dos selecciones con la C5 de longitud completa, una
seleccién usando una concentracién mayor de sal en la etapa de lavado. El protocolo de seleccion se llevé a cabo
como se describe anteriormente, con dos excepciones: 1) El ciclo 1 se efectué en placas hidréfobas (asi como en
ciclos posteriores) con solo una etapa positiva; y 2) no se us6é competidor durante la seleccién. La concentracion de C5
y la concentracién del grupo de ARN se mantuvieron constantes a 200 nM y 1 uM respectivamente.

Datos de reseleccion dopada: Las selecciones normales y altas en sal se enriquecieron después de 5 ciclos frente al
grupo no expuesto. En el ciclo 5, la Ky del grupo fue aproximadamente 165 nM para la seleccion alta en sal y 175 nM
para la seleccién normal en sal. El alcance de la union fue aproximadamente un 20 % en la fase estable de ambos. Los
grupos de R4 se clonaron usando kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA)) y se secuenciaron 48 clones
de cada grupo. Se transcribieron 12 clones de cada grupo y se ensayaron en un ensayo de transferencia puntual de un
solo punto a 500 nM de C5. Las constantes de disociacion (Kq) se midieron de nuevo usando el ensayo de
transferencia puntual descrito anteriormente. Las Ky se estimaron para los 11 mejores clones identificados en la
pantalla de un solo punto, ajustando los datos a la ecuacion: fraccion de ARN unida = amplitud*Kq/(Kq + [C5]). Los
clones con las tres mejores Ky fueron SEC ID N2: 91 (73 nM), SEC ID N°: 96 (84 nM) y SEC ID N%: 95 (92 nM). Las
secuencias para estos 11 clones se listan a continuacion en la Tabla 5.

Las secuencias listadas en la Tabla 5 se listan en la direccion 5' a 3' y representan las secuencias de nucledtidos de los

aptameros que se seleccionaron en las condiciones de SELES de dRmY proporcionadas. En las realizaciones de la
invencion, derivadas de esta seleccion (y reflejadas en el listado de secuencias), las secuencias correspondientes
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comprenden las combinaciones de restos de dRmY, como se indica en el texto, en las que las purinas (A y G) son
desoxi y las pirimidinas (U y C) son 2'-OMe. Cada una de las secuencias listadas en la Tabla 5 puede contener 0 no un
tapdn (por ejemplo, una dT invertida 3'). Las secuencias Unicas de cada aptamero a continuaciéon comienza en el
nucleétido 23, siguiendo inmediatamente la secuencia fija 5' GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEC ID N¢: 86), y
prosigue hasta que alcanza la secuencia de acidos nucleicos fija 3' GU- UACGACUAGCAUCGAUG (SEC ID N¢: 87).
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ONYOINYOOVNOVOIVNNOIONYOINDOOVIDIVNYNYNVIOIVIVIOINNNDONNOIVNONNOIOYVOVOVOOYOVOOD
(86 N 1 03S)

DNYOONYIOVNIVOIVNNIONNYNINNDODDIDINNIIVNYIODYYIYIIONININNNIIYNINNOIVYOVOVOOVOVOOD
(26 N Q1 03S)

NY3OYNOVOIYNNOOINYOINDOIOVIDIVNYNYNVIOOVINISONNNDONNIIVNONNDOVYOVOVOOVYOVOOD
(96 :oN a1 03S)

ONYOONYOOVNOVOOVNNDCONYYIDODIVIVIVNYIVNVINONIVIOINNDOVNNOIVNONNOOYVYOYOVIOVOYDIOD
(56 1N a1 03S)

YNOVOOVNNOOONYOONCOVIOIVNYIVNYIOOYIVIIONNNOONNIIVYNINNOIVYOVOVYOIVYAIVYOOD
{¥6 :oN @l 03S)

ONVYOSNYIOVYNIVOOYNNOO30003NYSOOYIOOOVNIIOVYIIOVIVIOONONNONNIIVNONNOIOYVOVOVYIOVYOVYOOD
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Ejemplo 3C: Modificacion de ARC186 con PEG ramificado de 40 kDa

El oligonucledtido 5  NHx-fCmGfCICGICmGmMGfUfCIUfCmAmMGmMGICGICIUMGmMAmMGIUfCIUMGMAmMGTU-
fUfUAFCFCTUmGE CmG-3T -3' (ARC672, SEC ID N°: 63) se sintetiz6 en un sintetizador de ADN Expedite (ABI, Foster
City, CA) de acuerdo con los procedimientos recomendados por el fabricante usando ARN 2'-OMe estandar
comercialmente disponible y ARN 2'-F y fosforamiditas de ARN protegido con TBDMS (Glen Research, Sterling, VA) y
un soporte de CPG de desoxi timidina invertida. La funcién amino terminal se unié con un modificador 5'-amino,
6-(trifluoroacetilamino)hexil-(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)-fosforamidita,C6-TFA  (Glen Research, Sterling, VA).
Después de la desproteccion, los oligonucleétidos se purificaron mediante cromatografia de intercambio iénico sobre
resina Super Q 5PW (30) (Tosoh Biosciences) y se precipitaron con etanol.

El aptamero modificado con amina se conjugd con diferentes restos de PEG de manera postsintética. El aptamero se
disolvio en una soluciéon de agua/DMSO (1:1) a una concentracién entre 1,5 y 3 mM. Se afiadié tampén de carbonato
de sodio, pH 8,5, a una concentracion final de 100 mM, y se hizo reaccionar el oligo durante toda la noche con un
exceso molar de 1,7 del reactivo de PEG deseado (por ejemplo, ARC1905 de 40 kDa, Sunbright GL2-400NP éster de
carbonato de p-nitrofenilo [NOF Corp, Japén], o ARC187 de éster de mPEG2-NHS de 40 kDa [Nektar, Huntsville AL])
disuelto en un volumen igual de acetonitrilo. Los productos resultantes se purificaron mediante cromatografia de
intercambio idnico sobre resina Super Q 5PW (30) (Tosoh Biosciences), y se desalinizaron usando cromatografia en
fase inversa efectuada sobre resina Amberchrom CG300-S (Rohm y Haas), y se liofilizaron. La estructura de ARC187
(SEC ID N¢: 5) se muestra en la Figura 21 mientras que la estructura de ARC1905 (SEC ID N°: 67) se muestra en la
Figura 22.

EJEMPLO 4
Modelo de corazén perfusionado aislado

Ejemplo 4A: Prueba de principio con ARC186

La concentracién media de componente de complemento C5 en plasma humano es de aproximadamente 500 nM.
Tras la exposicion de corazones de ratén aislados perfusionados con tampén de Krebs Heinseleit a plasma humano al
6 %, se activa la cascada de complemento humana, lo que conduce a la escision de C5 en C5a y C5b. El componente
C5b forma a continuaciéon un complejo con los componentes de complemento C6, C7, C8 y C9, también conocidos
como el "complejo de ataque a membranas" ("MAC" o C5b-9) que dafa a los vasos sanguineos del corazén y a los
miocitos cardiacos, por lo tanto conduciendo a disfuncién miocéardica (presion diastélica final aumentada, arritmias) y
asistole (Evans et al., Molecular Immunology, 32, 1183-1195 (1995)). Anteriormente, se ensayaron anticuerpos
monoclonales y monocatenarios que bloquean la escision de C5 humano (Pexelizumab o una versién monocatenaria
scFv de Pexelizumab) en este modelo y demostraron que inhibian el dafio y disfuncién miocardica (Evans et al., 1995).

Este modelo se us6 para establecer que el aptamero bloqueante de C5 ARC186 (SEC ID N2 4), al igual que
Pexeluzimab, inhibié el dafio de complemento mediado por C5 a corazones de ratdn perfusionados aislados. Se
adquirieron ratones C57BL/6 en Charles River Laboratories, (Wilmington, MA). Brevemente, después de la induccién
de anestesia profunda, se extrajo el corazdn de cada ratén y se mont6 sobre una aguja roma insertada dentro de la
aorta, a través de la cual el corazén se perfusion6 de manera continua con tampén de Krebs Heinseleit. Se insert6 un
transductor de presion (Mouse Specifics, Boston, MA) en el ventriculo izquierdo permitiendo medir de manera continua
el ritmo cardiaco y la presién intraventricular. Después de un periodo de 15 minutos de equilibrado durante los cuales
se tomaron las medidas iniciales, los corazones se perfusionaron posteriormente con tampon y plasma humano al 6 %
+/- aptamero a varias concentraciones (véase la Figura 23). Durante estos estudios y como se describe en Evans et al.,
se demostré que los corazones que se perfusionaron con tampén de Krebs Heinseleit + plasma humano al 6 %
experimentaron fallo a los 5 minutos de la adicién de plasma al perfusionado, mientras que los corazones que se
perfusionaron de manera continua solo con tampén continuaron latiendo mas de dos horas. De este modo, la duracién
de cada experimento se definié de manera arbitraria como 15 minutos. Los rasgos generales de este estudio con
ARC186 se presentan en la Figura 23.

Se control6 y se registro la presion intraventricular de manera continua dando como resultado un trazado de una onda
de presion (Figuras 24 y 25). El punto de defleccion mas bajo representa la presion diastolica final ("EDP") y el punto
de desviacién mas alto representa la presion sistélica ("SP"). Las ondas de presién iniciales aparecen a la derecha de
la linea negra vertical marcada con "0" mostrada en cada trazado. Como se ha publicado anteriormente (Evans et al.,
1995), los corazones perfusionados con plasma humano al 6 % experimentaron un rapido aumento en la presion del
ventriculo izquierdo y diastélica final, culminando en dltimo lugar en asistole (el corazén se detiene) a los 5 minutos
(Figura 24). Cuando se anadi6 aptamero irrelevante al plasma humano a un exceso molar de 50 veces, también se
observaron EDP aumentada y asistole (Figura 24).

Cuando se afadi6 ARC186 al sistema a equivalencia molar, también hubo un aumento precipitado en la EDP,
culminando en asistole (Figura 25). En los tres grupos de corazones que experimentaron dafio mediado por
complemento, la EDP aumentada y asistole, el corazén estaba visiblemente edematoso y turgente al final del
experimento. Cuando se anadié ARC186 al plasma en un exceso molar de 10 veces o 50 veces (Figura 25), las ondas
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de presion ventricular permanecieron normales y no se observé asistole. Ademas, no fue evidente el edema y
turgencia anteriormente descritos en estos grupos.

Durante cada experimento, se registré el ritmo cardiaco a intervalos de 5 minutos, y se representé graficamente el
ritmo cardiaco medio para el grupo durante cada intervalo. Como se muestra en la Figura 26, los corazones
perfusionados sin aptamero o con aptamero irrelevante desarrollaron asistole rapidamente, generalmente a los 5
minutos. ARC186 afadido al sistema a equivalencia molar retrasé levemente la aparicion de asistole. Sin embargo, los
corazones en este grupo fallaron finalmente. ARC186 afadido al plasma a un exceso molar de 10 veces o 50 veces
preservé el ritmo cardiaco durante la duracién de cada experimento.

Se calculé el aumento porcentual en el peso cardiaco frente al inicial a partir de una muestra representativa de
corazones fallidos (sin aptamero o exceso molar de 50 veces de aptamero irrelevante) y se compararon con corazones
protegidos por ARC186 (exceso molar de 10 veces y 50 veces de ARC186). Tal como se muestra en la Figura 27, los
corazones protegidos con ARC186 ganaron significativamente menos peso que los corazones fallidos en los grupos
de control.

Ya que ARC186 inhibe la escisién de C5 pero no la de C3, los productos de escision de C3 (C3a) pero no los de
escision de C5 (C5a o C5b) deben encontrarse en el efluente que fluye desde los corazones aislados protegidos por
ARC186. Para mostrar directamente que ARC186 inhibi6 la escision de C5 en plasma humano, los niveles relativos de
proteinas de complemento humano C5a y C5b (productos de escisién de C5) y C3a (un producto de escision de C3) se
midieron en el efluente de tampén a partir de los diversos grupos mediante kit de ELISA comercialmente disponibles
(kit ELISA C5b-9, Quidel, San Diego, CA; kit de ELISA de C5a y C3a, BD Biosciences San Diego, CA). ARC186 inhibio
la escisién de C5 en plasma humano y la produccién de C5a (Figura 28) y C5b-9 (Figura 29) de manera dependiente
de la dosis. Por el contrario, ARC no tuvo efecto sobre la escision de C3 humano en C3a y C3b (Figura 30)
demostrando adicionalmente la especificidad sobre C5 de la molécula.

Una vez generados, los fragmentos C3b y C5b de complemento se depositan localmente sobre los tejidos préximos al
sitio de activacion de complemento. Después de la complecién de los experimentos, los corazones de ratén se
congelaron en medio OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA), se seccionaron y después se tifieron usando
inmunohistoquimica estandar para determinar la presencia de C3b humano (clon H11, Chemicon, Temecula, CA),
C5b-9 humano (clon aE11, DAKO, Carpinteria, CA) o IgG de control de ratén (Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Los resultados del estudio se presentan en la Figura 31.

Como se describe en este estudio, el aptamero bloqueante de C5 ARC186 se ensay6 en un modelo ex vivo de dafio de
tejido mediado por componente de complemento C5 que usa corazones de raton aislados perfusionados con tampon
de Krebs Heinseleit y plasma humano heparinizado al 6 %, basandose en un modelo descrito en un estudio publicado
anteriormente que probd los efectos del anticuerpo anti-C5, Pexeluzimab sobre el sistema de complemento (Evans,
Molecular Immunol 32:1183, (1995). Usando este modelo, se demostro que el aptamero de bloqueo de C5 (a) inhibio la
escision de C5 en plasma humano (pero no C3), (b) inhibié la deposicién de C5b humano (pero no C3b) en el tejido
cardiaco de ratén y (c) inhibi6 la disfuncién miocardica mediada por C5b-9 a concentraciones clinicamente relevantes
(5 mM, un exceso molar de 10 veces de aptameros frente a C5). Estos datos muestran que cuando se activa la
cascada de complemento humana de modo fisiolégicamente relevante, los aptameros de bloqueo de C5 son capaces
de inhibir la escision de C5 en plasma y prevenir el dafio miocardico y la disfuncién.

Ejemplo 4B: Eficacia de aptamero PEGilado

Los materiales y métodos usados en este estudio fueron exactamente los mismos a los descritos en el Ejemplo 4A
anterior. El disefio experimental y los resultados se representan en la Figura 32. La primera mitad del experimento usé
plasma humano heparinizado (Center for Blood Research, Harvard Medical School, Boston, MA) como fuente de
complemento y la segunda mitad us6 plasma de macaco cinomolgo heparanizado (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) como fuente de complemento. Se afiadié un aptdmero PEGilado (ARC658; SEC ID N°: 62) al sistema
a relaciones molares en aumento. Aunque se recogieron todos los indicadores de presién ventricular relevantes, la
tabla lista la presencia o ausencia de un aumento en la presion diastélica final (EDP), independientemente de si hubo
asistole y el tiempo hasta el fallo cardiaco (definido como la presencia de una EDP elevada y asistole).

Durante los experimentos con plasma humano, la dosis 6ptima de ARC658 (SEC ID N% 62) se determiné por la
equivalencia molar (500 nM) mientras que durante los experimentos con plasma de primate no humano, fue necesario
un exceso molar de 50 veces (25 mM) para proteger al corazén del dafio mediado por C5b (véase la Figura 32).

Estos datos son coherentes con la diferencia en la afinidad del aptamero anti-C5 por C5 de humano frente a primate
indicada por los datos in vitro. Aunque no se desea estar unidos a teoria alguna, durante los estudios de FC/FD
posteriores en macaco cinomolgo descritos en el Ejemplo 5, se demostré adicionalmente que un exceso molar de 30
veces de aptamero fue necesario para inhibir la escision de C5 en plasma mediada por zimosano, apoyando
adicionalmente la nocién de que el aptamero se une a C5 de primate con menor afinidad que a C5 de humano.

En conjunto, estos estudios indican que tanto los aptameros de bloqueo a C5 ARC186 (SEC ID N%: 4) y a un alcance
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mayor ARC658 (SEC ID N2: 62) son eficaces en el modelo de corazén de ratdn perfusionado aislado. Este modelo
también demostré que tuvo que usarse significativamente mas ARC658 (SEC ID N®: 62) para inhibir el dafio cardiaco
mediado por C5 de plasma de macaco cinomolgo (exceso molar 30 +), en comparacion con el dafio cardiaco mediado
por C5 de humano (equivalencia molar), apoyando adicionalmente los datos in vitro que indicaron que el aptamero
tenia menor afinidad por C5 de primate. Finalmente, estos datos indicaron que los macacos cinomolgo podrian
necesitar dosificarse mas alla de un exceso molar de 30 veces para demostrar el bloqueo de C5 durante los estudios
de FC/FD.

EJEMPLO 5

METABOLISMO Y FARMACOCINETICA DEL FARMACO DE APTAMEROS ANTI-C5 EN ANIMALES

En los Ejemplos 5A-5G, todos los datos de concentracion basados en masa se refieren solamente al peso molecular
de la porcién de oligonucleétido del aptamero, independientemente de la masa conferida por la conjugacién a PEG.

Ejemplo 5A: Estabilidad metabdlica del inhibidor de C5 ARC186 en plasma de primate y de rata

El precursor de los aptameros de oligonucleétido no PEGilado (es decir, ARC 186; SEC ID N°: 4) se ensayé en plasma
de rata y de macaco cinomolgo (Charles River Labs, Wilmington, MA) para determinar su estabilidad, cinética de
velocidad, y rutas de degradacion. Los ensayos se efectuaron usando aptamero radiomarcado en el extremo 5' (32P)
incubado a 37 °C en plasma agrupado al 95 % (citrado) durante el trascurso de 50 horas. En momentos seleccionados,
se recogieron alicuotas de plasma que contenia aptamero, se congelaron de manera ultrarrapida inmediatamente en
nitrégeno liquido, y se conservaron a -80 °C. La deteccion y analisis del aptamero y sus metabolitos en plasma se
efectu6 usando extracciéon liquido-liquido (fenol-cloroformo) seguido de electroforesis en gel (en un gel de
secuenciacion de poliacrilamida desnaturalizante al 10 %) y autorradiografia de alta resolucion.

La Figura 33 muestra una representacion logaritmica lineal del porcentaje restante de aptamero de longitud completa
en funcién del tiempo de incubacién en plasma tanto de rata como de macaco cinomolgo. El perfil de degradacién en
ambas especies parece ser esencialmente monofasico, con una constante de velocidad de aproximadamente k ~
0,002 h 1.

Ejemplo 5B: Farmacocinética de ARC657, ARC658 y ARC187 en la rata después de administracidén intravenosa

Para determinar el perfil farmacocinético de ARC657 (SEC ID N%: 61), ARC658 (SEC ID N°: 63) y ARC187 (SEC ID N*:
5), y para estimar el nivel de dosificacion necesario y frecuencia en primates y humanos, se efectué un estudio
farmacocinético en ratas Sprague-Dawley cateterizadas (Charles River Labs, Wilmington, MA). Los aptameros se
formularon para inyeccién a 10 mg/ml (peso de oligo) en solucidn salina estandar y esterilizados por filtracién (0,2 ym)
en un vial de dosificacién pre-esterilizado usando condiciones asépticas. La via de administracion usada para el
estudio en rata fue un bolo intravenoso a través de la vena de la cola a una dosis de 10 mg/kg. Los grupos del estudio
consistieron en 3 animales por grupo, de los cuales se tomaron sangrados en serie antes de la dosis y en momentos
especificados durante el trascurso de 48 horas. El disefio del estudio se expone de manera general en la Figura 34. Se
obtuvieron muestras de sangre a partir de los catéteres en la vena yugular implantados quirdrgicamente, se
transfirieron directamente a tubos recubiertos con EDTA, se mezclaron mediante inversion, y se colocaron en hielo
hasta el procesamiento para plasma.

El plasma se recogié mediante centrifugacion de tubos de sangre con EDTA a 5000 rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante (plasma) se transfirié a un tubo nuevo previamente marcado. Las muestras de plasma se conservaron a
-80 °C hasta el momento del andlisis. El analisis de las muestras de plasma para ARC187 se efectué usando un
formato de ensayo homogéneo utilizando la adicién directa de alicuotas de plasma para ensayar pocillos que
contenian el reactivo de deteccion de acidos nucleicos fluorescente comercialmente disponible Oligreen™ (Molecular
Probes, Eugene, OR). Después de un tiempo breve de incubacién (5 minutos) a temperatura ambiente, protegidos de
la luz, las placas de ensayo se leyeron mediante un lector de placas de fluorescencia (SpectraMax Gemini XS,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La sefial fluorescente de cada pocillo fue proporcional a la concentracion de
aptamero en el pocillo, y las concentraciones de muestra se calcularon mediante interpolacion de valores de
fluorescencia a partir de una curva patrén de fluorescencia-concentracion (valores medios de curvas por duplicado o
triplicado). Las concentraciones medias en plasma se obtuvieron en cada momento a partir de los tres animales en
cada grupo. Los datos de concentracién en plasma frente al tiempo se sometieron a andlisis no compartimental (NCA)
usando el programa de modelado farmacocinético estandar industrial WinNonLin™ v.4.0 (Pharsight Corp., Mountain
View, CA). Se obtuvieron estimaciones para los siguientes parametros farmacocinéticos principales; concentracién
maxima en plasma, Cmax; area bajo la curva, ABC, de concentracién-tiempo; semivida terminal, ty; eliminacién
terminal, CI, y volumen de distribucién en estado estacionario, Vss.

Los datos de concentracion media en plasma frente al tiempo se muestran en la Figura 35 y se representan en la
Figura 36. Los datos de concentracidn frente al tiempo se sometieron a analisis no compartimental (NCA) usando
WinNonLin™ v.4.0. Este analisis produjo los valores presentados en la Figura 37.

Como se esperaba, el aptamero ARC187 de 40 kDa (SEC ID N2: 5) tuvo la mayor semivida y el aptdmero ARC657 de

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

20 kDa (SEC ID N2: 61), la mas corta. La Vss observada en relacion al volumen conocido en plasma (~40 ml/kg) sugirié
un grado moderado de unién/secuestro de ARC187 (SEC ID N°: 5) a proteinas y/o matriz de tejido en el espacio
extravascular. Suponiendo una necesidad de mantener un exceso molar de 5 veces de aptamero, los resultados de
este estudio sugirieron que ARC187 (SEC ID N2: 5) proporciona una ventaja significativa en cuanto a la frecuencia de
dosificacién y cantidad total de aptamero necesitada para mantener los niveles deseados en plasma.

Estudios anteriores (datos no mostrados) en roedores y primates con aptdmeros de composicion similar han
demostrado proporcionalidad/linealidad de la dosis a dosis hasta 30 mg/kg, por lo que no se espera que este nivel de
dosificacién de como resultado un comportamiento farmacocinético no lineal.

Ejemplo 5C: Farmacocinética de ARC187 y ARC1905 en el ratén después de administracién intravenosa

Para determinar el perfil farmacocinético de la estructura de ARC186 (SEC ID N2: 4) conjugada a un PEG ramificado
diferente de 40 kDa que aquel de ARC187 (SEC ID N2 5), se efectudé un estudio farmacocinético en ratones CD-1
hembra (obtenidos en Charles River Labs, Wilmington, MA). Los aptameros se formularon para inyeccion a 2,5 mg/ml
(peso de oligo) en solucion salina estandar y esterilizados por filtracién (0,2 ym) en un vial de dosificacion
pre-esterilizado usando condiciones asépticas. La via de administracion usada para el estudio en ratén fue un bolo
intravenoso a través de la vena de la cola a una dosis de 10 mg/kg. Los grupos del estudio consistieron en 3 animales
por grupo, a partir de los cuales se tomaron sangrados pre-dosis (es decir, el grupo de control no dosificado) y a puntos
de tiempo especificos a lo largo de 72 horas. El disefio del estudio se expone de manera general en la Figura 38A.

Se obtuvieron muestras de sangre mediante puncién cardiaca terminal, se transfirieron directamente a tubos
recubiertos con EDTA, se mezclaron mediante inversion, y se colocaron sobre hielo hasta el procesamiento para
plasma. El plasma se recogié mediante centrifugacion de tubos de sangre con EDTA a 5000 rpm durante 5 minutos y
el sobrenadante (plasma) se transfirié a un tubo nuevo previamente marcado. Las muestras de plasma se conservaron
a -80 °C hasta el momento del analisis. El andlisis de las muestras de plasma para ARC187 y 1905 se efectu6 usando
un formato de ensayo homogéneo utilizando la adicién directa de alicuotas de plasma para ensayar pocillos que
contenian el reactivo de deteccion de &cidos nucleicos fluorescente comercialmente disponible Oligreen™ (Molecular
Probes, Eugene, OR). Después de un tiempo breve de incubacién (5 minutos) a temperatura ambiente, protegidos de
la luz, las placas de ensayo se leyeron mediante un lector de placas de fluorescencia (SpectraMax Gemini XS,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La sefial fluorescente de cada pocillo fue proporcional a la concentracion de
aptamero en el pocillo, y las concentraciones de muestra se calcularon mediante interpolacion de valores de
fluorescencia a partir de la curva patron de fluorescencia-concentracion (valores medios de curvas por duplicado o
triplicado). Las concentraciones medias en plasma se obtuvieron en cada momento a partir de los tres animales en
cada grupo. Los datos de concentracién en plasma frente al tiempo se sometieron a andlisis no compartimental (NCA)
usando el programa de modelado farmacocinético estandar industrial WinNonLin™ v.4.0 (Pharsight Corp., Mountain
View, CA). Se obtuvieron estimaciones para los siguientes parametros farmacocinéticos principales; concentracién
maxima en plasma, Cmax, area bajo la curva, ABC, de concentracion-tiempo; semivida terminal, ti2; eliminacion
terminal, Cl, y volumen de distribucion en estado estacionario, Vss. Los datos de concentracion media en plasma
frente al tiempo se representan en la Figura 38B.

Los datos de concentracion frente al tiempo se sometieron a analisis no compartimental (NCA) usando WinNonLin™
v.4.0. Este andlisis produjo los valores presentados en la Figura 38C. Como se esperaba, los PEG de 40 kDa de
ambos proveedores mostraron equivalencia farmacocinética en ratones.

Se analizaron las mismas muestras de plasma para ARC187 y 1905 usadas para el analisis Oligreen descrito
inmediatamente antes usando un ensayo validado de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con deteccion
uv.

Los valores de concentracion media en plasma para ARC187 y ARC1905 se calcularon usando Microsoft Excel 2003.
Cuando los valores de concentracién en plasma fueron menores del LIDC del ensayo bioanalitico antes de la dosis
(tiempo 0), se asignd un valor de cero. Los valores por debajo del LIDC de las muestras tomadas después de la dosis
se omitieron de los céalculos de concentracion media en plasma. Los datos de concentracidon media en plasma se
usaron en un andlisis de FC independiente de modelo usando WinNonLin, Versiéon 5.1 (Pharsight Corporation,
Mountainview, CA). El area bajo la curva de concentracion de plasma-tiempo (ABCo-uiima) S€ €stimé usando la regla
trapezoidal lineal. Para los célculos, cualquier valor que estuviese por debajo del LIDC del ensayo, excepto la muestra
antes de la dosis, se excluy6 de los calculos para las estimaciones del parametro FC. La semivida terminal aparente se
calculd usando la férmula t12 = 0,693/A; donde A; es la constante de velocidad de eliminacion estimada a partir de la
regresion de la pendiente terminal de la curva de concentracién frente al tiempo. Se usaron al menos tres valores de
concentracién de plasma después del pico de concentracion en la fase terminal para determinar A, y se necesitd que el
coeficiente de determinacion (r°) fuese = 0,85.

En general, el andlisis mediante HPLC confirma el andlisis de oligreen que acaba de describirse anteriormente, lo que
demuestra que se descubri6 que ARC1905 y ARC187 eran bioequivalentes, basandose en comparaciones de
estimaciones paramétricas medias de Cmax, ABCo.aima ¥ ABCo.-. Las diferencias en los valores de ABCo.utima Y
ABCy.-para ARC1905 en relacién a ARC187 (medidos mediante HPLC) se encontraban bien dentro de los criterios de
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aceptabilidad de bioequivalencia de * 20 %.

Ejemplo 5D: Estudio de captacién por tejidos de los inhibidores de C5 ARC657, ARC658 y ARC187 en el raton
después de administracién intravenosa de bolo

Se obtuvieron ratones CD-1 hembra en Charles River Labs (Wilmington, MA). La formulacién de ARC657 (SEC ID N¢:
61), ARC658 (SEC ID N% 63) y ARC187 (SEC ID N¢: 5) para inyeccién fue en solucién salina a 5 mg/ml. Las
formulaciones de dosificacion se esterilizaron por filtracion (0,2 um) en viales de dosificacion previamente esterilizados
en condiciones asépticas y se le dio a los animales un bolo intravenoso a través de la vena de la cola a una dosis de 25
mg/kg. El estudio consistié en grupos de 3 animales para cada uno de los cuatro puntos temporales, t = antes de la
dosis, 3, 6, 12 horas. Después de la exsanguinacién, se aclar6 la vasculatura de cada animal de manera extensiva (V
~30 ml) con solucién salina para eliminar cualquier resto de sangre en la vasculatura. Los tejidos (corazén, higado,
rifidn) se recogieron, pesaron, después se homogeneizaron al 50 % p/v en solucién salina estandar, y se conservaron
a -80 °C hasta el momento del andlisis.

El andlisis del tejido para ARC657 (SEC ID N2: 61), ARC658 (SEC ID N2: 62), y ARC187 (SEC ID N2 5) se realizé
usando un ensayo de tipo ELISA basado en hibridacion. En este ensayo, se preinmovilizd6 una sonda de captura
biotinilada en los pocillos de una microplaca de 96 pocillos a una concentracion de soluciéon de unién de 125 nM
durante 3 horas. Los pocillos de la placa se lavaron 5 veces con PBS 1X. Las placas se bloquearon después con 150
pl/pocillo de SuperBlock en TBS 1X (Pierce Chemical, Rockford, IL). Las placas se lavaron de nuevo, se cubrieron, y se
conservaron a 4 °C hasta su uso. En tubos distintos, la muestra, o muestras, se hibridaron en un tamp6n que contenia
una sonda de deteccién de muestra marcada con FAM (5' fluoresceina) a 200 nM a 90 °C durante 10 minutos, después
se inactivd en hielo. Los patrones de concentracion y las muestras de control de plasma’tejido se pre-hibridaron
también con soluciones de muestra-sonda de deteccion y después se pipetearon en los pocillos de la placa de ensayo
que contenian sonda de captura de biotina inmovilizada, y se hibridaron a 45 °C durante 2,5 horas. Después se lavaron
de nuevo las placas, y se rellenaron con 100 pl/pocillo de una solucién que contenia PBS 1X que contenia 1 ug/ml de
anticuerpo monoclonal anti-fluoresceina conjugado con peroxidasa de rabano picante (Acm anti-FITC-HRP, Molecular
Probes, Eugene, OR) en PBS 1X, y se incubaron durante aproximadamente 1 hora. Las placas se lavaron de nuevo
como se indica anteriormente. Los pocillos de la placa de ensayo se rellenaron de nuevo con 100 pl de una solucién
que contenia un sustrato HRP fluorogénico (QuantaBlu, Pierce Chemical, Rockford, IL), y se incubaron durante 20-30
minutos protegidos de la luz. Después de una incubacién de 45 minutos, se afiadieron 100 pl/pocillo de una solucién de
terminacion para inactivar la reaccion productora de precipitado fluorescente. Las placas se leyeron inmediatamente
en un lector de microplacas de fluorescencia (SpectraMax Gemini XS, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) con
excitacion de fluorescencia a 325 nm y emision detectada a 420 nm. Cada pocillo se ley6 10 veces. Los tres aptameros
fueron detectables en el tejido cardiaco en los tres puntos temporales (Figura 39).

Ejemplo 5E: Farmacocinética y farmacodinamica de los inhibidores de C5 ARC657, ARC658 y ARC187 en el macaco
cinomolgo después de administracién intravenosa - estudio 1

La formulacién de ARC657 (SEC ID N°: 61), ARC658 (SEC ID N2: 63) y ARC187 (SEC ID N®: 5) para inyeccién fue en
solucion salina estandar a 10 mg/mly las formulaciones de dosificacion se esterilizaron por filtracion (0,2 um) en viales
de dosificacion pre-esterilizados en condiciones asépticas. La via de administracion usada para el estudio en macaco
fue un bolo intravenoso a través de un catéter implantado quirirgicamente en la vena femoral a una dosis de 30 mg/kg
(exceso molar de aproximadamente 50 veces). El disefio del estudio se expone de manera general en la Figura 40. Se
obtuvieron muestras de sangre a través de los catéteres de la vena femoral, se transfirieron directamente a tubos
recubiertos con citrato de sodio, se mezclaron mediante inversién, y se colocaron en hielo hasta que se centrifugaron
para separar el plasma (3000 rpm durante 5 minutos). El plasma se dividié después en alicuotas de 250 pl que se
conservaron a -80 °C y una alicuota de cada muestra se evalud para determinar la concentraciéon de aptamero usando
el ensayo Oligreen™ basado en fluorescencia anteriormente descrito en la seccion de FC de rata anterior.

Los datos primarios de concentracién en plasma frente al tiempo se presentan en forma de tabla en la Figura 41. Como
se esperaba, el aptdmero de PEG de 40 kDa de ARC187 (SEC ID N2: 5) persistio en plasma durante el maximo periodo
de tiempo mientras que el aptamero de PEG de 20 kDa de ARC657 (SEC ID N2: 61) persistié durante el menor espacio
de tiempo. La inspeccién de los datos mostrados en la Figura 41 sugirié6 que los datos podrian ajustarse mejor a un
modelo de dos compartimentos. Por tanto, las estimaciones de los parametros farmacocinéticos indicadas en la Figura
42 procedian del modelo de dos compartimentos usando el programa de modelado farmacocinético estandar industrial
WinNonLin™ v.4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, CA).

Como se muestra en la Figura 42, todos los aptameros tuvieron un valor de Cmax similar, entre 23 y 30 uM, lo que indica
que la dosis de aptamero (30 mg/kg) fue suficiente para lograr un exceso molar de 50 veces de aptamero en plasma
frente a concentracién de C5 (exceso molar de 50 veces, aproximadamente 25 uM). Aunque difieren en 10.000
unidades de peso molecular, ARC657 (20 kDa PEG) (SEC ID N2: 61) y ARC658 (30 kDa PEG) (SEC ID N®: 62) tuvieron
una exposicion similar (ABC), valores de ti2(a) y ti/2(B). Por el contrario, ARC187 (SEC ID N 5) tuvo valores de
exposicion (ABC) significativamente mayores, una ti2(a) prolongada y una ti2(B) ligeramente mayor que las otras
moléculas.

Se analizaron posteriormente alicuotas adicionales de las muestras de plasma recogidas durante el estudio
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farmacocinético in vitro para determinar la eficacia del bloqueo de C5 de primate. Se efectud el ensayo de activacion
de zimosano como se describe anteriormente para determinar la cantidad de C5b-9 y C5a de primate generada,
respectivamente. Los datos se representaron en varios formatos distintos, incluyendo concentracién de C5b-9 frente al
tiempo de muestra (Figura 43a), concentracion de C5b-9 frente a concentracién de aptamero (Figura 43b),
concentracién de C5a frente a tiempo de muestra (Figura 43c), y concentracion de C5a frente a concentracion de
aptamero (Figura 43d).

El aptdmero de PEG de 40 kDa de ARC187 (SEC ID N2: 5) inhibi6 la escision de C5 de primate (concentracion de
C5b-9 y C5a) durante el periodo de tiempo mas largo (Figuras 43a y 43c). Cuando se representaron los datos de C5b-9
y C5a frente a concentracién de aptamero, se indicé que la concentracion de aptamero bloqueante de C5 tenia que
exceder un exceso molar de 30 veces, independientemente del tamario de las moléculas de PEG, para que la escision
de C5 se inhibiese por completo (Figuras 43b y 43d).

En resumen, los datos del estudio FC/FD de macaco cinomolgo demuestran que (a) como se esperaba, era necesario
al menos un exceso molar de 30 veces de aptamero (concentracion de aptdmero en plasma de aproximadamente 15
uUM) para inhibir la escisién de C5 in vivo en el macaco cinomolgo, independientemente del tamafo del grupo PEG, (b)
los aptameros bloqueantes de C5 no causaron toxicidad evidente en estas especies, y (c) cuando se dosificé a los
animales a niveles relativamente elevados (exceso molar de 50 veces), los niveles de aptamero en plasma se
encontraron dentro del intervalo de ensayo adecuado durante el periodo de muestreo para permitir el célculo de
parametros farmacocinéticos.

Ejemplo 5F: Farmacocinética y farmacodindmica de los inhibidores de C5 ARC658 y ARC187 en el macaco cinomolgo
después de administracién intravenosa - estudio 2

El estudio 2 fue similar en disefio al estudio 1 descrito anteriormente, con las siguientes excepciones a) solo se
evaluaron 2 compuestos (ARC658 (SEC ID N°: 63) y ARC187 (SEC ID N2: 5); b) el nimero de animales se aument6 a
cuatro por grupo; y c) la muestra de plasma de 1 minuto se elimind y se sustituyd con una muestra de 144 horas para
asegurarse de que el célculo de semivida terminal se basase en mas puntos de datos. La formulacién y dosificacion de
estos dos aptameros, muestreo de sangre y técnicas de aislamiento de plasma fueron idénticos a los métodos
descritos anteriormente en el estudio 1. El disefio para el estudio 2 se resume en la Figura 44.

Después de completar el estudio 2, se analizaron alicuotas de plasma como se describe en el estudio 1 para
determinar a) la concentracion de aptdmero en plasma a varios puntos temporales después de administracion
intravenosa, y b) la eficacia del bloqueo de C5.

La concentracion de aptamero en plasma se represent6 en funcion del tiempo (Figura 45) y los datos primarios para
AR658 (SEC ID N% 63) y ARC187 (SEC ID N% 5) se representan en forma de tabla en las Figuras 39 y 40,
respectivamente. El aptamero de PEG de 40 kDa de ARC187 (SEC ID N¢: 5) persistié en plasma durante el periodo de
tiempo mas largo. La inspeccién de la Figura 45 indicé que los datos se ajustarian mejor a un modelo de dos
compartimentos. Por tanto, las estimaciones de parametros farmacocinéticos comunicados en la Figura 46 se
obtuvieron del modelo de dos compartimentos usando WinNonLin™ v.4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, CA).

Comparando los parametros farmacocinéticos generados durante el estudio 1 de FC/FD y el estudio 2 anterior, los
datos para ARC658 (SEC ID N%: 63) y ARC187 (SEC ID N¢: 5) fueron similares con la excepcién de la medida de ti2(a)
para ARC187. Aunque sin desear quedar ligado a ninguna teoria, la discrepancia en las medidas de la ti2(a) para
ARC187 entre los dos estudios se debe probablemente al pequefio tamafo de la muestra en el estudio piloto.

Como se demuestra en la Figura 46, los valores de Cmax fueron similares para ARC658 (SEC ID N2 63) y ARC187
(SEC ID N2: 5). Por el contrario, la exposicion al farmaco (ABC) fue significativamente mayor en animales tratados con
ARC187 (SEC ID N®: 5). Asimismo, ARC187 tenia valores prolongados de t1,2(a) y t12(B) en comparacién con ARC658
(SEC ID Ne¢: 62). Estos datos, junto con los datos generados durante el estudio 1 de FC/FD, indican que de los
aptameros bloqueantes de C5, ARC187 puede proporcionar el bloqueo in vivo mas efectivo de C5 para una dosis
determinada.

Posteriormente se analizaron alicuotas adicionales de las muestras de plasma recogidas durante el estudio de
farmacocinética in vitro para determinar la eficacia del bloqueo de C5 de primate. Como en el caso anterior, se efectud
el ensayo de activacion de zimosano para determinar la cantidad de C5b-9 y C5a de primate respectivamente,
generada. Los datos se representaron como concentracion de C5b-9 frente a concentracion de aptamero (Figura 47) y
concentracién de Cba frente a concentracion de aptamero (Figura 48). Como se demostré anteriormente durante el
estudio 1 de FC/FD, la concentracion de aptamero blogueante de C5 debe exceder un exceso molar de 30 veces
(concentracién de aptamero a C5 en plasma), o aproximadamente 15 yM, independientemente del tamafo de la
molécula de PEG, para que la escision de C5 de primate se inhibiese por completo (Figuras 41y 42).

Inspeccionando los datos en las tablas de las Figuras 39 y 40, es evidente que después de un bolo I.V. de 30 mg/kg,

ARC658 (SEC ID N: 62) permanece por encima de 15 yM durante aproximadamente 4 horas mientras que ARC187
permanece por encima de 15 yM durante aproximadamente 8 horas. Por tanto, dada una dosis de farmaco similar, el

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

aptamero ARC187 de 40 K proporciona eficacia clinica durante aproximadamente el doble de tiempo que el aptamero
ARC658 de 30 K (SEC ID N2: 62).

En resumen, los macacos cinomolgo deben tratarse con un exceso molar de al menos 30 veces de aptamero frente a
C5 en plasma para bloquear la conversion de C5 in vivo. Estos datos son coherentes con estudios anteriores in vitro
(hemdlisis) y ex vivo (corazon de raton aislado perfusionado) que sugirieron que los aptameros de unién a C5 tenian
una menor afinidad por C5 de primate frente a C5 humano. Se ha demostrado que los aptdmeros bloqueantes de C5
pueden administrarse de manera segura como bolo intravenoso a una dosis de hasta 30 mg/kg, que equivale a
aproximadamente a un exceso molar de 50 veces el aptamero frente a concentracion de C5.

Ejemplo 5G: ARC1905 en el macaco cinomolgo después de administracion 1V de bolo

La farmacodinamica del inhibidor de C5 ARC1905 se evalu6 en el macaco cinomolgo después de administracion
intravenosa. La formulacién de ARC1905 para inyeccion fue en soluciéon salina estandar a 7,5 mg/ml y las
formulaciones de dosificacion se esterilizaron por filtracion (0,2 ym) en viales de dosificacion pre-esterilizados en
condiciones asépticas. Los monos cinomolgo (n = 4) se dosificaron a 0 (control de solucion salina) o 30 mg/kg
mediante administracion intravenosa de bolo. Las muestras de sangre se obtuvieron a través de una vena periférica o
del puerto de acceso arterial y las muestras de sangre (0,5 ml) se transfirieron a tubos con EDTA dipotasico (Kz), se
colocaron en hielo corriente, y se centrifugaron a los 30 minutos de la recogida a aproximadamente 4 °C.

Las muestras de plasma se analizaron in vitro para determinar la eficacia de ARC1905 en el bloqueo de C5 de primate.
El ensayo de zimosano descrito anteriormente respecto de ARC1905 en el Ejemplo 1C se usé para determinar la
cantidad de C5a de primate generado. La disminucion en los valores de C5a después de zimosano a las 0,5y 2 horas
después de la dosificacién indica que ARC1905 inhibe la escision de C5 in vivo en el macaco cinomolgo de modo
similar a ARC187 cuando se dosifica a aproximadamente la misma concentracion y la misma via de administracion
medido in vitro usando el ensayo de activacion por zimosano.

Ejemplo 5H: Farmacocinética y farmacodinamica del inhibidor de C5 ARC187 en el macaco cinomolgo después de
administracién |V de bolo e infusién

También se evaluaron los perfiles farmacocinéticos (FC) y farmacodinamicos (FD) de ARC187 (SEC ID N2 5) en
macacos cinomolgo después de un bolo de carga intravenosa inmediatamente después del inicio de una infusién
intravenosa. Este diserio de estudio se muestra en la Figura 49.

Las dosis de carga de bolo y la velocidad de infusién necesarias para lograr el objetivo de concentracién en estado
estacionario en plasma de 1 uM se calcularon usando los parametros farmacocinéticos obtenidos del estudio solo de
bolo IV listados en la Figura 50.

Se administrd un bolo IV de ARC187 a 1 mg/kg a un total de 3 macacos cinomolgo, inmediatamente después del inicio
de una infusion IV a una velocidad de 0,0013 mg/kg/min durante un periodo de 48 horas. Se extrajeron muestras de
sangre completa desde las 0 hasta las 192 horas después del tratamiento, se conservaron en hielo corriente, se
procesaron para plasma, y después se conservaron congeladas a -80 °C. La concentracién de ARC187 en las
muestras de plasma se determiné usando un ensayo de tincion fluorescente de &acidos nucleicos (descrito en el
Ejemplo 5B) y un ensayo de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) validado por GLP. El método de ensayo
de HPLC para la determinacion de ARC187 en plasma de mono se valid6 por ClinTrials Bio-Research (Montreal,
Canadad). La validacion del estudio cumplié con las regulaciones de buenas practicas de laboratorio (GLP, por sus
siglas en inglés Goood Laboratory Practices) de la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados unidos (21 CFR
§58). El método de ensayo de HPLC se validé respecto a: selectividad, linealidad, limite inferior de cuantificacién
(LIDC), continuidad, precisién y exactitud intra-ensayo, precision y exactitud inter-ensayo, estabilidad de la solucién
madre, estabilidad del medio de inyeccion, estabilidad de la matriz a corto plazo, estabilidad a
congelacién-descongelacion, estabilidad de la matriz a largo plazo e integridad en dilucién. Se determin6é que el
intervalo de concentracion dinamica lineal utilizable del ensayo era de 0,080 a 50,0 uM.

El perfil FC medido de ARC187 en estas condiciones se ajusté bien al perfil calculado generado usando solo los
parametros FC de bolo IV (véase la Figura 51). La concentracion diana en plasma de 1 uM se establecié en < 5 min
después de la dosis y se mantuvo durante todo el tiempo de infusion. Después de detener la infusién, el aptamero
mostré una semivida de eliminacion terminal, t12 (8) ~ 40-60 horas.

La actividad farmacodinamica de ARC187 (SEC ID N2: 5) en el macaco cinomolgo se evalud ex vivo usando muestras
de plasma recogidas durante el estudio FC en el ensayo de activacion de zimosano descrito anteriormente con la
modificacién de que la muestra de plasma de cinomolgo se diluyé 10 veces en plasma humano al 10 % y después se
traté con zimosano a 5 mg/ml. La activacién de C5, reflejada por la apariciéon del producto de escisién C5a, se midié
mediante ELISA especifico para C5a humano (kit de ELISA de C5a, BD Biosciences San Diego, CA). La concentracién
de ARC187 activo en cada muestra se cuantificé después por comparacién con una curva patrén obtenida de los
ensayos de zimosano usando muestras preparadas con niveles conocidos de ARC187 (véase la Figura 52). Este
estudio indica que ARC187 mantiene su actividad anti-complemento durante todo el tiempo y después de la infusién, a
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niveles sustancialmente coherentes con el perfil farmacocinético descrito anteriormente.

Ejemplo 51: Prediccién de las necesidades de dosificaciéon en seres humanos

Las necesidades de dosificacion en seres humanos para la prevencion, mejora, o tratamiento de complicaciones
relacionadas con cirugia CABG se basan en las siguientes suposiciones: primero, se administrara a los pacientes de
CABG una sola dosis de bolo intravenosa del aptdmero anti-C5 antes de iniciar la cirugia, seguido de una infusion
continua para establecer y mantener una concentracion plasmatica en estado estacionario de 1,5 yM durante 24-48
horas después de la cirugia CABG. Las estimaciones de las dosis de bolo y la velocidad de infusion se basan en
célculos usando los parametros farmacocinéticos obtenidos de los estudios de solo bolo IV y bolo mas infusion,
descritos anteriormente en macacos cinomolgo. La dosis estimada de bolo de ARC187 es de 1 mg/kg, y la velocidad
de infusion asociada es de 0,0013 mg/kg/min. Para este régimen de bolo mas 48 horas de infusién, la necesidad de
farmaco total esperada es de 0,4 g para ARC187, donde la masa se refiere solo a peso de oligonucleétido (véase la
columna 7 en la tabla de la Figura 53). La columna 2 de la tabla mostrada en la Figura 53 se refiere al peso del grupo
PEG conjugado con la porcion de oligonucleétido de ARC187, la columna tres se refiere al peso molecular de la
porcién de oligonucledtido de ARC187 (y sera igual para todos los aptameros del presente documento que
comprendan ARC186 (SEC ID N2 4) como su secuencia de oligonucleétidos), la columna 4 se refiere al peso
molecular de PEG de 40 kDa conjugado con ARC186 (SEC ID N°: 4) mediante quimica reactiva de amina como se
describe en el Ejemplo 3C anterior, la columna 5 se refiere a la semivida de fase a de ARC187 en un modelo de dos
compartimentos, y la columna seis se refiere a la semivida de fase B de ARC187 en un modelo de dos
compartimentos.

EJEMPLO 6
Aptameros anti-C5 e interaccion con heparina/protamina

Una aplicacién esperada del aptamero anti-C5 es como un profilactico para la prevencion o mitigacién de los efectos
secundarios inflamatorios asociados con cirugia de injerto de derivacién de arteria coronaria (CABG). Normalmente,
se administran altas concentraciones de anticoagulante heparina (3 - 5 unidades/ml o 1 - 2 yM) durante la CABG para
prevenir la trombosis y mantener la permeabilidad dentro de los componentes de la bomba de derivacion; la inversién
del efecto de la heparina después del procedimiento, y el restablecimiento de la hemostasia normal, se realiza
mediante la administracion de concentraciones similarmente altas de protamina (~ 5 uM). Dados los posibles peligros
para los pacientes de cualquier interferencia en la efectividad de cualquiera de estos farmacos, fue necesario
demostrar que los aptameros anti-C5 (1) no alteran las actividades de ningun farmaco y (2) no muestran efectos
intrinsecos sobre la hemostasia que puedan complicar el tratamiento anticoagulante del paciente.

La heparina es un polisacarido sulfatado con una carga neta negativa y una masa molecular media de
aproximadamente 15 kDa que ejerce un efecto inhibidor sobre diversas proteasas en la cascada de coagulacion
promoviendo interacciones con antitrombina. La protamina, un polipéptido cargado muy positivamente, es capaz de
bloquear la actividad de la heparina a través de una interacciéon poco caracterizada que es al menos en parte de
naturaleza electrostatica. En nucleo funcional de ARC187 (SEC ID N°: 5), al igual que la heparina, es elevadamente
anionico. Por tanto, es concebible que ARC187 se una no especificamente a sitios de unién a heparina o a protamina
e interfiera con las actividades de estas moléculas. Los siguientes estudios investigaron las propiedades
anticoagulantes intrinsecas (es decir, de tipo heparina) de ARC187, los efectos de ARC187 sobre la funcién de la
heparina, los efectos de ARC187 sobre la neutralizacion de la heparina por protamina, y los efectos de protamina
sobre las propiedades inhibidoras de complemento de ARC187.

Ejemplo 6A: Efectos in vitro de ARC187 sobre la coagulacién

Los efectos intrinsecos de ARC187 (SEC ID N¢: 5) sobre la capacidad de coagulacion plasmatica se investigaron
usando ensayos clinicos estandar de los grupos extrinsecos e intrinsecos de la cascada de coagulacion, el tiempo de
protrombina (PT) y el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT), respectivamente. Tal como se muestra en la
Figura 54, la titulacion de plasma humano citrado con concentraciones bien en exceso de las dosis proyectadas (hasta
20 pM) no dieron como resultado un cambio en el PT, y solo una leve elevacion del aPTT.

Para determinar los efectos in vitro de ARC187 sobre las funciones de heparina y protamina, se extrajo sangre de 3
individuos en 4-5 unidades/ml de heparina, dosis asociadas con niveles de heparina usados en cirugia CABG. La
capacidad de coagulacién de estas muestras se determind usando el tiempo de coagulacién activada (ACT), un
ensayo de coagulacién de sangre completa usado de manera rutinaria para controlar la actividad de la heparina
durante la cirugia. A estas concentraciones de heparina, en ausencia de otros aditivos, el ACT se prolong6 de manera
significativa a partir de un valor inicial de ~150 segundos a ~500 segundos en presencia de 4 U/ml de heparina o0 a
~800 segundos en presencia de 5 U/ml de heparina. La adicion de ARC187 10 uM a estas muestras tuvo poco efecto
sobre el tiempo de coagulacion, lo que demuestra que ARC187 no interfiere con la actividad anticoagulante de la
heparina.

El efecto anticoagulante de la heparina se neutralizé facilmente mediante titulacion con protamina hasta 6-8 uM (4 U/ml
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de heparina) o 12 yM (5 U/ml de heparina). Los valores de ACT en presencia de heparina y concentraciones
neutralizantes de protamina fueron esencialmente indistinguibles respecto de los valores iniciales. Dado que el nucleo
de acido nucleico de ARC187 (12 kDa) tiene mayor peso molecular que la protamina (5 kDa), podria esperarse que
concentraciones equimolares de ARC187 anadidas a protamina sean suficientes para invertir por completo la actividad
neutralizante de la protamina. Sin embargo, la preincubacién de protamina con concentraciones aproximadamente
equivalentes de ARC187 tuvo poco efecto sobre el ACT. Las muestras de sangre que contenian concentraciones
neutralizantes de protamina mostraron valores de ACT similares en presencia o ausencia de ARC187 10 uM, lo que
indica que ARC187 solo tiene un efecto pequefio, en caso de haberlo, sobre la actividad procoagulante de protamina.
Estos resultados se resumen en la Figura 55.

Ejemplo 6B: Efectos in vivo de ARC187 sobre la coagulacién

Se investigaron las interacciones entre la funciéon de heparina y protamina durante la administracién simultanea de
aptamero anti-C5 ARC187 (SEC ID N¢: 5), a dosis clinicas de heparina y dosis clinicas/subclinicas/superclinicas de
protamina, para determinar si la presencia de concentraciones en plasma clinicas/subclinicas/superclinicas de
ARC187 podrian interferir con la inversion de la anticoagulacién de la heparina por protamina. Los resultados del
estudio se resumen en la Figura 56. Brevemente, los valores iniciales de ACT no se vieron afectados por 10 uM (es
decir, un exceso molar de 10 veces la dosis clinica) de ARC187 a todas las dosis de heparina ensayadas. De manera
similar, el alcance de la anticoagulacién por heparina no se vio afectado por ARC187 10 uM. En ausencia de ARC187,
la dosis minima eficaz de protamina fue ~ 30 % (dosis clinica = 100 %). Ademas, la inversién de la anticoagulacion de
heparina por protamina al 30 % no se vio afectada por un exceso molar de 10 veces la dosis clinica (es decir, 10 uM) de
ARC187. Por tanto, el uso de ARC187 para la inhibicion de complemento en una configuracion clinica (por ejemplo,
CABG) no debe verse afectada por el uso simultaneo de heparina y protamina a dosis tipicas.

Ejemplo 6C: Efecto de la heparina y protamina sobre la funcién anti-complemento de AR187

Los efectos de la heparina y protamina sobre la actividad anti-complemento de ARC187 (SEC ID N2: 5) se examinaron
en muestras de sangre completa citrada activada con zimosano, tal como se describe en el Ejemplo 1. Justo antes de
la activacion con zimosano, se titul6 ARC187 en muestras de sangre citrada tratada en cuatro condiciones: 1) sin
tratamiento (sin heparina o protamina); 2) 4 U/ml de heparina; 3) 6 uM de protamina; 4) 4 U/ml de heparina + 6 uM de
protamina. Después de la activacién con zimosano, la actividad de C5 se cuantificé con mediciones ELISA de sC5b-9
en plasma (kit ELISA de C5b-9, Quidel, San Diego, CA). Para cada condicion, los resultados, expresados como
inhibicion porcentual de activacion de C5 frente a concentracion de ARC187, fueron indistinguibles dentro del error
(véase la Figura 57). En todos los casos, se logrdé una inhibicion completa con 1-2 yM de ARC187. Por tanto, la
heparina y la protamina, por separado o combinadas a concentraciones relevantes para su uso en cirugia de CABG,
no parecen afectar a la actividad anti-complemento de ARC187.

EJEMPLO 7
Neovascularizacion coroidal

La neovascularizacién coroidal inducida por laser se usa a menudo como modelo para la degeneracién macular
asociada a la edad. También puede usarse como modelo para la retinopatia diabética. El efecto de administrar los
agentes anti-C5, que, en realizaciones preferidas de la presente invencién, son los aptameros anti-complemento
descritos en el presente documento, sobre la prevencioén asi como sobre la estabilizacién y/o regresion de la
neovascularizacion coroidal se determina en este modelo como se describe més adelante y por Krzystolik, M.G. et al.,
Arch Opthalmol., vol. 120, pags 338-346 (2002).

Cuando se determina la prevencion de la neovascularizacion coroidal, el agente anti-C5, en particular un aptamero
especifico de C5 que se une a e inhibe la funcién de la proteina C5 de complemento de cinomolgo, se inyecta por via
intravitrea en un ojo de cada macaco cinomolgo mientras que el ojo de control recibe vehiculo. De dias a semanas
después de la inyeccion de aptamero, se efectia la fotocoagulacion por laser en ambos 0jos de cada mono cinomolgo.
Se controlan los ojos de cada animal mediante examen oftalmoldgico, fotografia a color y angiografia con fluoresceina.
En los casos donde la frecuencia de neovascularizacion coroidal (determinada angiograficamente) es
significativamente menor en ojo tratado con agente anti-C5, en particular, un aptamero especifico de C5, que en el ojo
de control, el agente especifico anti-C5 se considera efectivo. En los casos donde se determina la prevencién de la
neovascularizacién coroidal con una combinacion de agente anti-C5 y un agente anti-VEGF y/o un agente anti-PDGF,
se sigue el procedimiento anterior excepto que un ojo de cada animal se trata con el agente anti-C5 y el agente
anti-VEGF y/o agente anti-PDGF de dias a semanas antes de la fotocoagulacion laser.

En otra realizacién, cuando se determina la prevencion de la neovascularizacién coroidal, el aptamero
anti-complemento, en particular un aptamero que inhibe la funcién de una proteina de complemento de cinomolgo, tal
como C5 o C3, se inyecta por via intravitrea en un ojo de cada macaco cinomolgo mientras que el ojo de control recibe
vehiculo. De dias a semanas después de la inyeccién de aptamero, se efectla la fotocoagulacién por laser en ambos
ojos de cada macaco cinomolgo. Se controlan los ojos de cada animal mediante examen oftalmoldgico, fotografia a
color y angiografia de fluoresceina. En los casos donde la frecuencia de neovascularizacion coroidal (determinada

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

angiograficamente) es significativamente menor en el ojo tratado con aptamero anti-complemento que en el ojo de
control, el aptamero anti-complemento se considera efectivo. En los casos donde se determina la prevencion de la
neovascularizacién coroidal con una combinacion de aptamero anti-complemento y un agente anti-VEGF y/o un
agente anti-PDGF, se sigue el procedimiento anterior excepto en que uno ojo de cada animal se trata con el aptamero
anti-complemento y el agente anti-VEGF y/o agente anti-PDGF de dias a semanas antes de la fotocoagulacion laser.

Cuando se determina la estabilizacion y/o regresion de la neovascularizacion coroidal, se efectla la fotocoagulacion
por laser en ambos ojos de cada macaco cinomolgo. De dias a semanas después de la fotocoagulacion laser, se
administra un agente anti-C5 de la presente invencién mediante inyeccién intravitrea a un ojo de cada animal mientras
que el otro ojo recibe vehiculo. En una realizacién, este agente anti-C5 es un aptamero anti-complemento. En una
realizacién preferida, dicho aptamero anti-complemento es un aptamero que inhibe a C5 y/o a C3. Se controlan los
ojos de cada animal mediante examen oftalmolégico, fotografia a color y angiografia de fluoresceina. En los casos
donde la frecuencia de neovascularizacién coroidal (determinada angiograficamente) es la misma y/o
significativamente menor en el ojo tratado con el agente anti-C5, en particular el tratado con aptamero de C5, que en el
ojo de control, se considera que el aptamero es efectivo para la estabilizacion y/o regresién respectivamente. En los
casos donde se determina la estabilizacion o regresién de neovascularizacion coroidal para tratamiento con una
combinacion de un agente anti-C5 y un agente anti-VEGF y/o un agente anti-PDGF, se sigue el procedimiento anterior
excepto en que uno ojo de cada animal se trata con el agente anti-C5 y el agente anti-VEGF y/o agente anti-PDGF de
dias a semanas después de la fotocoagulacion laser.

De manera similar a la determinacién en macaco cinomolgo descrita inmediatamente antes, la eficacia de los agentes
anti-C5 y aptameros anti-complemento en la prevencidn, estabilizacién y/o regresién de la neovascularizacion coroidal
solos 0 en combinacién con un agente anti-VEGF y/o agente anti-PDGF puede determinarse en ratones u otras
especies usando un agente anti-C5 que modula la proteina de complemento C5 murina, o la proteina de complemento
C5 de oftras especies. En otra realizaciéon, similar a la misma determinacion en macaco cinomolgo descrita
anteriormente, la eficacia de un aptamero anti-complemento en la prevencion, estabilizacion y/o regresién de la
neovascularizacién coroidal solos o en combinacion con un agente anti-VEGF y/o agente anti-PDGF puede
determinarse en ratones u otras especies usando un aptamero anti-complemento que modula, en particular, inhibe, la
proteina de complemento de interés murina, o la proteina de complemento de interés de otras especies. Véase, por
ejemplo, Bora et al., Journal of Immunolgy, 174: 491-497 (2005).

Habiéndose descrito ahora la invencion, mediante una descripcidn por escrito y ejemplos, los expertos en la técnica
reconoceran que la invencion puede ponerse en practica en varias realizaciones, y que la descripcion y los ejemplos
anteriores se han aportado con fines ilustrativos y no limitativos de las siguientes reivindicaciones.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Archemix Corporation, et al.

<120> Aptameros de unidon a complemento y agentes anti-C5 Utiles en el tratamiento de trastornos oculares

<130> 23239-591-061

<140> Aln sin asignar
<141> 08/03/2007

<150> N.S. EE.UU 60/780.905
<151> 08/03/2006

<150> N.S. EE.UU 60/848.274
<151> 29/09/2006

<160> 102

<170> Patentln version 3.2
<210>1

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
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<223> la citosina en las posiciones 3, 4, 6 y 37 son 2'-fluoro

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<223> la uridina en las posiciones 9, 30 y 31 son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (1)

<223> n en la posicion 1 es 2'-fluoro citidina o 2'-O-metil citidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (2)..(2)

<223> n en la posicion 2 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (7)..(7)

<223> n en la posiciéon 7 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (8) .. (8)

<223> n en la posicion 8 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (10)..(10)

<223> n en la posicién 10 es 2'-fluoro citosina o desoxi citidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (11)..(11)

<223> n en la posicion 11 es 2'-fluoro uridina o desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (12)..(12)

<223> n en la posicion 12 es 2'-fluoro citosina o desoxi citidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (13)..(13)

<223> n en la posicién 13 es 2'-OH adenosina o 2'-O-metil adenosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (14)..(14)

<223> n en la posicion 14 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (15)..(15)

<223> n en la posicion 15 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (16)..(16)

<223> n en la posicion 16 es 2'-fluoro citosina o desoxi citidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (18)..(18)

<223> n en la posicion 18 es 2'-fluoro citosina o 2'-O-metil citosina
<220>
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<221> caracteristica_miscelanea
<222> (19)..(19)
<223> n en la posicion 19 es 2'-fluoro uridina o 2'-O-metil uridina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (20) .. (20)

<223> n en la posicion 20 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (21) .. (21)

<223> n en la posicién 21 es 2'-OH adenosina o 2'-O-metil adenosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (22)..(22)

<223> n en la posicion 22 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (23)..(23)

<223> n en la posicién 23 es 2'-fluoro uridina o desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (24)..(24)

<223> n en la posicidn 24 es 2'-fluoro citosina o desoxi citidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (25)..(25)

<223> n en la posicion 25 es 2'-fluoro uridina o desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (26)..(26)

<223> n en la posicion 26 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (27)..(27)

<223> n en la posicion 27 es 2'-OH adenosina o 2'-O-metil adenosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (28)..(28)

<223> n en la posicion 28 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (29) .. (29)

<223> n en la posicidn 29 es 2'-fluoro uridina o desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (32)..(32)

<223> n en la posicion 32 es 2'-OH adenosina o 2'-O-metil adenosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (33)..(33)

<223> n en la posicién 33 es 2'-fluoro citosina o desoxi citidina

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
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<222> (34)..(34)
<223> n en la posicion 34 es 2'-fluoro citosina o desoxi citidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (35) .. (35)

<223> n en la posicion 35 es 2'-fluoro uridina o desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (36)..(36)

<223> n en la posicion 36 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (38)..(38)

<223> n en la posicion 38 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<400> 1
nnccgennun nnnnnngnnn nnnnnnnnnu unnnnncn 38

<210>2

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi, y
en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<400> 2
cgccgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 3

<211>42

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(42)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<400> 3

gacgaugcgg ucucaugcgu cgagugugag uuuaccuucg uc 42
<210>4

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posicién 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 4
cgccgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210>5

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (1)

<223> la citosina en la posicion 1 se modifica mediante un PEG de (1,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-2-(4'-butamida))
de 40 kDa ramificado unido al nucleétido a través de un enlazador de amina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posicién 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400>5
cgccgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210>6

<211> 44

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(44)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro
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<400> 6

aggacgaugc ggucucaugc gucgagugug aguuuaccuu cguc 44

<210>7

<211>40

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 2, 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH, y las

posiciones 1y 34, en las que adenosina es 2'-OH

<400>7
agcgecgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg

<210>8

<211>40

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<400> 8
agcgecgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg

<210>9

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la

posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 24, 33 y 34, en las que citidina es
desoxi, y en las posiciones 11, 23, y 25, que son desoxi timidina

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (39) .. (39)

<223> la timidina en la posicion 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

40
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<400>9
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugegt 39

<210> 10

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil, excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro, excepto en las posiciones 10, 12, 16, 24, 33 y 34, en las que citidina es
desoxi; en las posiciones 1, 3, y 37, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23, y 25, que son
desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39) .. (39)

<223> la timidina en la posiciéon 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 10
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugegt 39

<210> 11

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil, excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 1, 3, 10, 12, 16, 24 y 37, en las que citidina es
desoxi; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 11
cgeegegguc tcaggegeug agtetgaguu uaccugeg 38

<210> 12

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
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<222> (1) .. (38)
<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 1, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi,
y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 12
cgeegegguc tcaggegeug agtetgaguu uaccugeg 38

<210> 13

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>.

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 3, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi;
y las posiciones 11, 23, y 25, que son desoxi timidina

<400> 13
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 14

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 24 y 37, en las que citidina es
desoxi; y en las posiciones 11, 23, y 25, que son desoxi timidina

<400> 14
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 15

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético
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<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16, y 24, en las que citidina es desoxi;
en la posicién 3, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23, y 25, que son desoxi timidina

<400> 15
cgeegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugegt 38

<210> 16

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 37, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 16
cgccgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 17

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 1, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 17
cgccgegguc tcaggegeug agtetgaguu uaccugeg 38

<210> 18

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
las posiciones 1, 3 y 37, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 18
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 19

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 4, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi;
y en las posiciones 11, 23, y 25, que son desoxi timidina

<400> 19
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 20

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 6, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi;
y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 20
cgccgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 21
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<211> 38
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 4, 6, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es
desoxi; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 21
cgeegegguc tcaggegeug agtetgaguu uaccugeg 38

<210> 22

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil, excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 18 y 24, en las que citidina es
desoxi; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 22
cgccgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 23

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 19, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 23
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cgcegegguc tcaggegcetg agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 24

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 18 y 24, en las que citidina es
desoxi; y en las posiciones 11, 19, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 24
cgcegegguc tcaggegcetg agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 25

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23, 25 y 29, que son desoxi timidina

<400> 25
cgccgegguc tcaggegeug agtctgagtu uaccugeg 38

<210> 26

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
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en las posiciones 11, 23, 25 y 30, que son desoxi timidina

<400> 26
cgecgegguc tcaggegeug agtctgagut uaccugeg 38

<210> 27

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-etil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23, 25 y 31, que son desoxi timidina

<400> 27
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu taccugeg 38

<210> 28

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23, 25, 29, 30 y 31, que son desoxi timidina

<400> 28
cgcegegguc tcaggegeug agtetgagtt taccugeg 38

<210> 29

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>
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<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flouro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23, 25 y 35, que son desoxi timidina

<400> 29
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uacctgeg 38

<210> 30

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221 > caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro excepto en las posiciones 10, 12, 16, 24, 33 y 34, en las que citidina es
desoxi; en la posicion 9, en las que uridina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 30
cgccgegguc tcaggegeug agtetgaguu uaccugeg 38

<210> 31

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 4, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23, y 25, que son desoxi timidina

<400> 31
cgccgegguc tcaggegeug agtetgaguu uaccugeg 38

<210> 32

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
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posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 6, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23, y 25, que son desoxi timidina

<400> 32
cgccgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 33

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
las posiciones 4 y 6, en las que citosina es 2'-O-etil; y en las posiciones 11, 23, y 25, que son desoxi timidina

<400> 33
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 34

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en la posicién 18, en las que citosina es 2'-O-metil

<400> 34
cgccgegguce ucaggegeug agucugaguu uaccugeg 38

<210> 35
<211> 38

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
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<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en la posicién 19, en las que uridina es 2'-O-metil

<400> 35
cgccgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugeg 38

<210> 36

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 18, en las que citosina es 2'-O-metil; y en la posicion 19, en las que uridina es 2'-O-metil

<400> 36
cgccgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugeg 38

<210> 37

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 29, en las que uridina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 37

cgccgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38
<210> 38

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 30, en las que uridina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 38
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 39

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 31, en las que uridina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 39
cgccgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 40

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
las posiciones 29, 30 y 31, en las que uridina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 40
cgecgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 41

<211> 38
<212> ADN
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 35, en las que uridina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 41
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 42

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en la posicion 5, en las que guanosina es desoxi; en la posicion 17,
en las que guanosina es 2'-OH; y la posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 42
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 43

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en la posicién 5, en las que guanosina es 2'-OH; en la posicion 17,
en las que guanosina es desoxi; y la posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 43

cgccgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38
<210> 44
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<211> 38
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicion 32, en las que adenosina es desoxi

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 44
cgeegegguc tcaggegeug agtetgaguu uaccugeg 38

<210> 45

<211>40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 6 y 18, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicién 33, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 11, 13, 17 y 25, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 40, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 12, 24 y 26, que son desoxi timidina

<400> 45
gcgucgeggu ctcaggegeu gagtctgagu uuaccuacge 40

<210> 46

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicion 32, en las que adenosina es desoxi

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
las posiciones 36, 37 y 38 en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 46
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gggcgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccucce 38

<210> 47

<211>40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 6 y 18, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicién 33, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 11, 13, 17 y 25, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 40, en las que citosina es 2'-O-metil; y en las posiciones 12, 24 y 26, que son desoxi timidina

<400> 47
gcgeegeggu ctcaggegeu gagtetgagu uuaccugege 40

<210> 48

<211>45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (44)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 8 y 20, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 35, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (44)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (45)..(45)

<223> la timidina en la posicién 45 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 48
ggacgccgeg gucucaggeg cugagucuga guuuaccuge gucut 45

<210> 49

<211>42

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 34, en las que adenosina es 2'-OH

<220>
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<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las citosinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 12, 14, 18, 26, 35 y 36, que son desoxi citidina; y
en las posiciones 20, 41 y 42, en las que citosina es 2'-O-metil

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las uridinas son 2'-fluoro; excepto en la posiciéon 21, en las que uridina es 2'-O-metil; y en las
posiciones 13, 25, 27, 31 y 37, que son desoxi timidina

<400> 49
ggcgecgegg uctcaggege ugagtctgag tuuacctgeg cc 42

<210> 50

<211>42

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 34, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las citosinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 12, 14, 18, 26, 35, 36 y 39, que son desoxi
citidina; y en las posiciones 3, 20, 41 y 42, en las que citosina es 2'-O-metil

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> la uridina en la posicion 11 es 2'-fluoro; la uridina en la posicion 21 es 2'-O-metil; las posiciones 13, 25, 27,
31, 32, 33 y 37 son desoxi timidina

<400> 50
ggcgeegegg uctcaggege ugagtctgag titacctgeg cc 42

<210> 51

<211>42

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> la citosina en las posiciones 5, 6, 8, 12, 14, 18, 26, 35, 36 y 39 son desoxi citidina; y la citosina en las
posiciones 3, 20, 41 y 42 son 2'-O-metil

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1) .. (42)

83



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

<223> la uridina en la posicién 21 es 2'-O-metil; las posiciones 11, 13, 25, 27, 31, 32, 33 y 37 son desoxi timidina

<400> 51
ggcgeegegg tetcaggege ugagtetgag tttacctgeg cc 42

<210> 52

<211>42

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> la uridina en las posiciones 13, 21, 25 y 27 son 2'-O-metil; las posiciones 11, 31, 32, 33 y 37 son desoxi
timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> la citosina en las posiciones 5, 6, 8, 12, 18, 35, 36 y 39 son desoxi citidina; y la citosina en las posiciones 3,
14, 20, 26, 41 y 42 son 2'-O-metil

<400> 52
ggcgeegegg teucaggege ugagucugag tttacctgeg ce 42

<210> 53

<211>40

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (1)

<223> la adenosina en la posicion 1 tiene una biotina conjugada al extremo 5'

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 3, 8 y 20, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 2, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<400> 53
agcgecgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg 40

<210> 54
<211> 42

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
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<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 34, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las citosinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 12, 14, 18 y 26, que son desoxi citidina; y en las
posiciones 41 y 42, en las que citosina es 2'-O-metil

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las uridinas son 2'-fluoro; las posiciones 13, 25, y 27 son desoxi timidina

<400> 54
ggcgecgegg uctcaggege ugagtctgag uuuaccugeg cc 42

<210> 55

<211>42

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 34, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las citosinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 12, 14, 18, 26, 41 y 42, en las que citosina es
2'-O-metil

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1) .. (42)

<223> todas las uridinas son 2'-fluoro; excepto en las posiciones 13, 25, y 27, en las que uridina es 2'-O-metil

<400> 55
ggcgecgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg ce 42

<210> 56

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1)..(38)
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<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posiciéon 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 56
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 57

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en la posicién 18, en las que citosina es 2'-O-metil; y en la
posicion 19 en la que uridina es 2'-O-metil

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posicion 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 57
cgccgegguce ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 58

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en la posicion 29, que es desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posiciéon 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 58
cgccgegguc ucaggegeug agucugagtu uaccugegt 39

<210> 59

86



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

<211> 39
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en la posicion 18, en las que citosina es 2'-O-metil; y la posicion
19, en las que uridina es 2'-O-metil

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posiciéon 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 59
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 60

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro; excepto en la posicion 18, en las que citosina es 2'-O-metil; en la posicion
19, en las que uridina es 2'-O-metil; y en la posicidén 29, que es desoxi timidina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posicién 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 60
cgcegegguc ucaggegeug agucugagtu uaccugegt 39

<210> 61

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(1)

<223> la citosina en la posicion 1 se modifica mediante un PEG de 20 kDa unido al nucle6tido mediante un
enlazador de amina
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<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posicién 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 61
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 62

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(1)

<223> la citosina en la posicion 1 se modifica mediante un PEG de 30 kDa unido al nucle6tido mediante un
enlazador de amina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la
posicién 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posicion 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 62
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 63

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(1)

<223> la citosina en la posicién 1 se modifica mediante un enlazador de amina 5'
<220>

88



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 527695 T3

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1)..(38)
<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posiciéon 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 63
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 64

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(1)

<223> la citosina en la posicion 1 se modifica mediante un PEG de 10 kDa unido al nucleétido mediante un
enlazador de amina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posiciéon 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 64
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 65

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(1)

<223> la citosina en la posiciéon 1 se modifica mediante un PEG lineal de 40 kDa unido al nucleétido mediante un
enlazador de amina

<220>
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<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1)..(38)
<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posiciéon 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 65
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 66

<211> 38

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(1)

<223> la citosina en la posicion 1 se modifica mediante un PEG de 20 kDa unido al nucleétido mediante un
enlazador de amina

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la
posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (38)..(38)

<223> la guanosina en la posicién 3B se modifica mediante un PEG de 20 kDa unido al nucleétido mediante un
enlazador de amina

<400> 66
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugeg 38

<210> 67

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(1)

<223> la citosina en la posiciéon 1 se modifica mediante un PEG de (2,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-1-carbamoilo)
de 40 kDa ramificado unido al nucleétido a través de un enlazador de amina

<220>
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ES 2 527695 T3

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1)..(38)
<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metil; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en las que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (39)..(39)

<223> la timidina en la posiciéon 39 es una desoxi timidina 3' invertida (enlazada 3'-3')

<400> 67
cgcegegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegt 39

<210> 68

<211> 46

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(46)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<400> 68

ggcgauuacu gggacggacu cgcgauguga geccagacga cucgec46

<210> 69

<211>40

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fluoro

<400> 69
ggcuucugaa gauuauuucg cgaugugaac uccagaccce

<210> 70

<211> 92

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> molde sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (40)..(69)

<223> n puede ser cualquier nucleétido (a, ¢, g, o t)

<400> 70

40
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taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctacn nonnnnnnnn nnaonhinnonn

ES 2 527695 T3

nnnnnnnnng gtegatcgat cgatcatcga tg

<210> 71

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 71

taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctac

<210> 72

<211>23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 72
catcgatgat cgatcgateg acc

<210> 73

<211> 22

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> region fija sintética

<400> 73
gggagaggag agaacguucu ac

<210> 74

<211>23

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> region fija sintética

<400> 74
ggucgaucga ucgaucaucg aug

<210> 75

<211>75

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

23

22

23

<221> caracteristica_miscelanea

<2225 (1)..(75)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 75

92

39

60
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gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uacauacgca ggggucgauc

gaucgaucau cgaug

<210> 76

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(32)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 76
ccuugguuug gcacaggcau acauacgcag gg 32

<210> 77

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(32)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 77
ccuugguuug gcacaggcau acaaacgceag gg 32

<210> 78

<211>25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(25)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 78
ggguuuggca caggcauaca uaccc25

<210> 79

<211>25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(25)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

93
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<400> 79
ggguuuggca caggcauaca aaccc25

<210> 80

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(32)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 80
ggcggcacag gcauacauac gcaggggucg cc32

<210> 81

<211>47

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(47)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 81
cguucuaccu ugguuuggca caggcauaca uacgcagggg ucgaucg 47

<210> 82

<211> 88

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> molde sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (40)..(69)

<223> n puede ser cualquier nucleétido (a, t, c, 0 g)

<400> 82

taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctacn NONnINnnnn nNmnmnnnn

nonnnnnhnng ttacgactag catcgatg

<210> 83

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> molde sintético

<400> 83
cttggtttgg cacaggcata catacgcagg ggtcgatcg 39
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<210> 84

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 84

ES 2 527695 T3

taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctac

<210> 85

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 85
catcgatgct agtcgtaac 19

<210> 86

<211> 22

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> region fija sintética

<400> 86
gggagaggag agaacguucu ac

<210> 87

<211>19

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> region fija sintética

<400> 87
guuacgacua gcaucgaug

<210> 88

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

22

19

<221> caracteristica_miscelanea

<2225 (1)..(80)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 88

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uacauacgca ggggucgauc

gguuacgacu agcaucgaug

<210> 89
<211> 80

39
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(80)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 89

gggagaggag agaacguuci acouligguun ggcacaggea uadauacgea ggugucgauc

uguuacgacu agcaucgaud

<210> 90

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(80)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 90

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uaaauacgca gggcoucgauc

gguuacgacu agcaucgaug

<210> 91

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(80)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 91

gggagaggag agaacguucll accuugguuu ggoccaggca uauauacdoa gogauugauc

cguuacgacu agcaucgaug

<210> 92

<211>78

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

96

60

80
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<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(78)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 92

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggegceaggea uacaunacgea ggucgaucgy

uuwacgacuag caucgaug

<210> 93

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(80)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-etil

<400> 93

gggagaggag agaacguucu accuuguugu ggcacagecda acdcuacgca cggaucgeoc

gguuacgacu agcaucgaug

<210> 94

<211> 69

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(69)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 94

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggea uacauacgca ggucgaucgg

uuacgacua

<210> 95

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(79)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 95

97

60

78

60

80

60

69
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gggagaggag agaacguucu accuuagguu cgcacuguda uacauvacaca cgggcaaucd

guuacgacua gdaucgaug

<210> 96

<211>75

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(75)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (34)..(34)

<223> n puede ser cualquier nucleétido (a, t, u, c, 0 )

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (43)..(43)

<223> n puede ser cualquier nucledtido (a, t, u, ¢, 0 9)

<400> 96

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggencaggeoa uanauacgca cgggucgaud

gguuacgacu agcau

<210> 97

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (1)..(80)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 97

gggagaggag agaacguucu accuuucucu gocacaagca uaccuucgceg ggguucuauu

gguuacgacu agcaucgaug

<210> 98

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> caracteristica_miscelanea

98

&0

79

. &0
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<2225 (1)..(79)

<223> en el que todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metil

<400> 98

gygagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uataunacgcea ggguegaucc

guuacgacua gcaucgaug

<210> 99

<211> 93

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> molde sintético

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (25)..(54)

ES 2 527695 T3

<223> n puede ser cualquier nucleétido (a, t, ¢, 0 g)

<400> 99

catcgatget agtecgtaacg atconnnunn NNOANNNNAN ONAMNOONNNN oanncegagaa

cgttctetee tcteectakta gbgagtegta tta

<210> 100
<211> 92
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> molde sintético

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (24)..(53)

<223> n puede ser cualquier nucleétido (a, t, c, 0 g)

<400> 100

catgeatcge gactgactayg Cognniininng DANDOARNON Inonnnnnn nnngtagaac

gttetetect ctecctatag tgagtcgtat ta

<210> 101
<211> 92
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> molde sintético

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (24)..(53)

<223> n puede ser cualquier nucleétido (a, t, ¢, 0 g)

<400> 101

99

60

79

60

93

60

52
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catcgatcga togatcgaca gognnnnnnin NNNnnnnnnn annnnonannn nnngtagaac

gttctotect ctceccctatag tgagtegtat ta

<210> 102
<211> 1676
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> C5 sintético

<400> 102

Met

Trp

Val

Ala

Ser

65

Asn

Asn

Lys

Val
145

cly

Gly

Gly

FPhe

50

Serx

Pro

Ser

Thr

130

Thr

Leu

Gln

Ala

35

Asp

Ser

Ala

val

Lys

115

Asp

Ser

Phe

Leu

Glu

20

Sexr

Ala

Ser

Yle

Ser

100

Arg

Lys

Leu

Ile

Gly

Gln

Glu

Thr

Cly

Leu

85

Tyr

Mat

Pxo

Agn

Asp

Ile

Thr

Azn

Ile

Hisg

70

Thr

Val

Pro

Val

Asp

150

Pro

Leu

TYY

Ile

Serxr

55

val

Ile

Tyx

Ile

Tyr

135

Asp

Glu

Cys Phe

val Ile
25

val Ile

40

Ile Lys

His TL.eu

Gln Pro

Leu Glu

105

Thr Tyr

120

Thr Pro

Leu Lys

Gly Ser

100

Leu
10

Sex

Gln

‘Ser

Ser

Lys

S0

Val

Asp

Asp

Pro

Glu

Yle

Ala

val

Tyr

Ser

75

Gln

va;

Asn

Gln

Ala

155

Val

Phe

Pro

Tyx

Pro

&0

Glu

Leu

Ser

Gly

Ser

140

Lys

Leu

Lys

Gly

45

Asp

Asn

Pro

Lys

Phe

128

val

Met:

Gly

Ile
30

TYX

Lys

Lys

Gly

His

110

Leu

Lys

Glu

Val

Lys
15

Phe
Thr
Lys
Phe
Gly
95

Phe
Phe
vVal

Thx

Glu

60

92

Thr

Arg

Glu

Phe

Gln

80

Gln

Ser

Ile

Arg

val

160

Glu



Ile

Asn

Phe

Pro

225

Lys

Asn

Glu

Asn

Thr

305

Lys

Ser

Lys

Tyr

Gly
38s

Asp
Pro
Ser
210
His
Aén

Lvys

Thr
2390

Ala
Tyr
Glu
Leu
Pro

370

val

His
Arg
195
Thr
Phe
Phe
val
Leu
275
Met
val
1
Leu
Glu
Asn
358

Ile

Pro

Ile
180

Thr

Ser

Lys

Val

260

Lys

Leu

L‘YB

Tyr

Ala

3490

Leu

Lys

Val

165

Gly

Gly

Gly

Val

Asn

2458

Thr

Asp

Ile

Glu

Ile

325

Glu

val

val

Thr

ES 2 527695 T3

Ile

Met

Thr

Sex

230

Phe

Glu

Asp

Asn

Leu

310

Ala

Ile

Ala

Gln

Leu
3iso

Ile

Trp

Ala

2185

Ile

Glu

Ala

Gln

Gly

2395

Ser

val

Pro

Thr

Val

375

ABD

Ser

Thr
200

Tyr

Glu

Ile

Asp

Phe
i85

Ile'

Phe

Pro

Thr

val

2685

Lys
280

Ile
Tyx
Thr
Gly
Pro
360

Lys

Ala

101

Glu

Ala

val

Ile

345

Leu

Asp

Gln

170

Prao

Lys

Glu

Glu

Ile

250

Tyxr

Met

Gln

Serxr

Ile

330

Lys

Phe

Ser

Thr

Asp

Ala

val

235

Lys

Ile

Met

val

Leu

ils

Glu

Leu

Leu

Ile
395

Phe

Lys

Lys

220

Asn

Ala

Gln

Thr

300

Glu

Sexr

Val

Lys

Asp

380

bhsp

Lys

Tyr

205

Glu

Phe

Phe

Thr

285

Phe

Asp

Thr

Leu

Pro

365

Gln

val

Ile
190
Lys
Tyr
Ile
Tyr
Gly
270
Ala
AspP
Leu
Gly
Ser
as5o
Gly

Lieu

Asn

175

Pro

Glu

val

Gly

Phe

255

Ile

Met

Sex

Asn

Gly

335

Pro

Ile

Val

Gln

Ser
Asp
Leu
TYX
240
Arg
Gln
Glu
Asn

320

FPhe

Pro
Gly

Glu
400



Thr

vVal

Phe

Arg

Leu

465

His

Thr

Gly

Pro

Ile

545

Leu

Pro

Ala

Val

Ser

Ala

Asn

Glu

450

Tyr

Leu

Thr

Val

530

Val

ABn

Asp

Thx

Tyr
610

Asp

Ser

Vval

435

Gly

Ile

Asn

Tyx

Arg

515

Thx

Ile

Ala

Gly

595

Gly

Leu

Phe

420

Lys

Tyx

Asp

Ile

Asn

500

Glu

Gln

Gly

Glu

Asp

580

Met

val

Asp

405

val

Thr

Axg

Trp

Ile
485

Tyxr

Lys

Asn

Glu

Glu

565

Ala

Gln

Pro

Leu

Asp

Ala

Thr

470

val

Leu

Phe

Met

Gln

550

Lys

Tyr

Ser

Arg

ES 2 527695 T3

Ser

AsSn

Ala

Ile

455

Asp

Thx

Xle

Ser

val

535

Thr

cys

Sex

Trp

Gly
615

Lys

Leu

Pro

440

Ala

Asn

Pro

Leu

Asp

520

Pro

Ala

Gly

Pro

val

600

Ala

Ser
Pro
425
ABp
Tyx
His
Lys
Ser
505
Ala
Ser
Glu
Asn
Gly

585

Ala

Lys

102

val
410

Ser

Ser
Lys
Ser
490
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REIVINDICACIONES

1. Un aptamero pegilado para su uso en un método para tratar, estabilizar y/o prevenir la degeneracién macular
asociada a la edad (AMD) de tipo exudativo, comprendiendo dicho método la etapa de administrar un aptamero
pegilado a un sujeto que lo necesite, en donde el aptamero pegilado se une al complemento C5 y tiene la siguiente
estructura:

e o O
oG- W N N ,P\ ’ ’
mPEG de 20 kDa-— H -g 05 Aptamero 3

mPEG de 20 kDa—

0 una sal del mismo,
en donde el aptamero =

{FCmGCGICmE MGG ICIUfCmAMGmGIOGIC U MG mAMGIIIC UnGmAmGIUfUTUALRCE
CfUMGFCG-3T (SEC ID N°: 4)

en el que fC y fU = 2'-fluoro nucleétidos, mG y mA = 2’-OMe nucleétidos, los nucleétidos restantes son 2'-OH y 3T
indica una desoxitimidina invertida.

2. Un aptamero pegilado para su uso en un método para tratar, estabilizar y/o prevenir la degeneraciéon macular
asociada a la edad (AMD) de tipo exudativo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el método comprende
adicionalmente la etapa de administrar al sujeto un agente anti-VEGF, en donde el agente anti-VEGF es un anticuerpo
antagonista o fragmento de anticuerpo dirigido contra VEGF.

3. Un aptamero pegilado para su uso en un método para tratar, estabilizar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el aptamero pegilado o el agente anti-VEGF
se administran mediante administracion ocular, administracion intravitrea o administracion periocular.

4. Un aptamero pegilado para su uso en un método para tratar, estabilizar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el aptamero pegilado o el agente anti-VEGF
estan presentes en una formulacién de deposito.

5. Un aptamero pegilado para su uso en un método para tratar, estabilizar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde el aptamero pegilado y el agente anti-VEGF se
administran secuencialmente o de manera sustancialmente simultanea.

6. Un aptamero pegilado para su uso en un método para tratar, estabilizar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde el agente anti-VEGF es ranibizumab.

7. Un aptamero pegilado para su uso en un método para tratar, estabilizar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde el agente anti-VEGF es bevacizumab.

8. Uso de un aptamero pegilado en la fabricacién de una composicién farmacéutica para su uso en un método para
tratar, estabilizar y/o prevenir la AMD de tipo exudativo, comprendiendo el método la etapa de administrar la
composicién farmacéutica a un sujeto que lo necesite, en donde el aptamero pegilado se une al complemento C5 y
tiene la siguiente estructura:

¢ (o]
p 0\ s

O—-c_ W\/ IR. , i
mPEG de 20 kDa— N -@ ©5 Aptamero 3

mPEG de 20 kDa—

0 una sal del mismo,
en donde el aptamero =

{FCmGCGICmE MGG ICIUfCmAMGmGIOGIC U MG mAMGIIIC UnGmAmGIUfUTUALRCE
CfUMGFCG-3T (SEC ID N°: 4)
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en el que fC y fU = 2'-fluoro nucleétidos, mG y mA = 2’-OMe nucleétidos, los nucledtidos restantes son 2'-OH, y 3T
indica una desoxitimidina invertida.

9. El uso de la reivindicacion 8, en el que el método comprende adicionalmente la etapa de administrar al sujeto un
agente anti-VEGF, en donde el agente anti-VEGF es un anticuerpo antagonista o un fragmento de anticuerpo dirigido
contra VEGF.

10. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 8 0 9, en el que la composicién farmacéutica o el agente anti-VEGF se
administran mediante administracién ocular, administracion intravitrea o administracién periocular.

11. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que la composicion farmacéutica es una
formulacion en depésito o el agente anti-VEGF esta presente en una formulacién en depdsito.

12. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la composicién farmacéutica y el
agente anti-VEGF se administran secuencialmente o de manera sustancialmente simultanea.

13. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que el agente anti-VEGF es
ranibizumab.

14. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que el agente anti-VEGF es
bevacizumab.
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Figura 2
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Figura 3C _
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Figura 6
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Figura 7A
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Figura 7B
N°DE ARC Modificacion de PEG CI50 (nM)
186 Sin PEG 0,5 0,1
657 ARC186 + 20 kDa 0,6 +0,1
658 ARC186 + 30 kDa 0,5 0,1
187 1,3 bis(mPEG-[20 kDa])- 0,6 +0,2

propil-2-(4'-butamida)
ramificado de 40 kDa
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Figura 7C
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Figura 7D
N° de ARC Modificacion de PEG CI50 (nM)
187 1,3 bis(mPEG-[20 kDa])- 0,38 + 0,03
propil-2-(4'-butamida)
ramificado de 40 K
1537 Dow lineal de 40 K 0,39 + 0,06
1730 2 x 20K lineal 0,48 + 0,04
1905 2,3 bis(mPEG-[20 kDa])- 0,40 +0,03

propil-1-carbamoilo
ramificado de 40 K
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Figura 8
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(200% x CPM,_/ CPM__+ CPM )

ES 2 527695 T3

Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 20
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Figura 21

MPEG de 20 kDa—NH-C—0 0 o O
_rl_ /\/“\/\\/ N/
0 }~OCH20HQCH2 C-N 4

~ .
_ { “O—5' Aptamero 3
mPEG de 20 kDa-NH-G-0 ptamero

Aptamero =

fFCmGICICGICmOGmMGIUFCITUFCmAMGmGICGICUMGMA mGIUfCfUmGmAmGIUTU
fUACECIUMGICmG-3T (SEC ID N° : 4)

ARCI187 (SECIDN° : 5)
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Figura 22

Q 0
|
N N N N
0—C—N 0 LN _
mPEG de 20 kDa—O:l7 H -0 O—5' Aptamero 3
mPEG de 20 kDa—{

Aptamero =
fCmGFCICGICmGmGIUCTUTCmA mGmGICGICI UMGmMAmGUTCfUMGmMAmMGIUTU
fUACFCfUMGICmG-3T (SEC ID N° : 4)

ARC1905 (SEC ID N° : 67)
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Figura 23
Grupo|N° Articulo de ensayo Dosis Medidas
de ratones
Conc. |Velocidad
(mM) [de perfusién
ml/min
1 5 Sin aptamero 0 3 Frecuencia cardiaca, ritmo, presion
del ventriculo izquierdo
3 3 Aptamero irrelevante 1500 3 Frecuencia cardiaca, ritmo, presion
a relacion molar 50 X del ventriculo izquierdo
4 3 ARC 186 a equivalencia |30 3 Frecuencia cardiaca, ritmo, presion
molar del ventriculo izquierdo
5 5 ARC 186 relaciéon molar |300 3 Frecuencia cardiaca, ritmo, presion
10 X del ventriculo izquierdo
6 4 ARC 186 a relacion molar |1500 3 Frecuencia cardiaca, ritmo, presion
50 X del ventriculo izquierdo
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Figura 24
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Figura 25
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Figura 26
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Figura 27

% de aumento frente a el peso inicial

% de aumento en el peso del corazon inicial durante
el modelo de corazon perfusionado aislado

corazones fallidos Corazones protegidos
con aptamero de C5
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Figura 28

Concentracion relativa de C5a (Abs)

Inhibicién de produccién de C5a por ARC186
en el modelo de corazén perfusionado aislado
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0,1 4

0,05 |

Plasma

Aptamero Equivalencia ~ Equivalencia Equivalencia
desorganizado molar molar 10 X molar 50 X
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Figura 29

Concentracion de C5b-9 relativa (Abs)

Inhibicion de produccion de C5b-9 por ARC186
en el modelo de corazoén perfusionado aislado

0,3 4
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p)'4 7
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desorganizado molar molar 10 X molar 50 X -
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Figura 30

Concentraciéon de C3a relativa (Abs)
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Figura 31
Animal Tratamiento Irrelevante C3b C5b-9
1-001 (1/26) Ninguno neg Pos pos
1-002(1-26) Ninguno neg Pos pos
1-001 Ninguno neg Pos pos
1-002 Ninguno neg Pos pos
1-003 Ninguno neg Pos pos
3-001 Aptamero irrelevante 50 X molar neg Pos pos
3-002 Aptamero irrelevante 50 X molar neg Pos pos
3-003 Aptamero irrelevante 50 X molar neg Pos pos
4-001 Aptamero de C5 equivalencia molar neg Pos pos
4-002 Aptamero de C5 equivalencia molar neg Pos pos
4-003 Aptamero de C5 equivalencia molar neg Pos pos
5-001 Aptamero de C5 equivalencia molar 10 X neg Pos neg
5-002 Aptamero de C5 equivalencia molar 10 X neg Pos neg
5-003 Aptamero de C5 equivalencia molar 10 X neg Pos neg
5-004 Aptamero de C5 equivalencia molar 10 X neg Pos neg
5-005 Aptamero de C5 equivalencia molar 10 X neg Pos neg
6-001 Aptamero de C5 equivalencia molar 50 X neg Pos neg
6-002 Aptamero de C5 equivalencia molar 50 X neg Pos neg
6-003 Aptamero de C5 equivalencia molar 50 X neg Pos neg
6-004 Aptamero de C5 equivalencia molar 50 X neg Pos neg
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Figura 32
Animal|Compuesto| Suero [Relacion molar| EDP aumentado|Fallo [S o N]|Tiempo hasta el fallo
1-001 | ARC658 |Humano 0 S S 4min30s
1-002 | AP.C658 |Humano 0 S S 4 min 38 s
1-003 | ARC658 |Humano 0 S S 3min20s
1-004 | ARC658 [Humano 0 S S 12 min 24 s
1-005 | ARC658 |Humano 0 S N NA
1-006 | ARC659 [Humano 0 S S 8 min 30 s
1a-001 | ARC659 [Humano 0,6 S S 7 min 22 s
1a-002 | ARC658 [Humano 0,5 S S 7 min 30 s
1a-003| ARC658 [Humano 0,5 S S 8 min 3s
2-001 | ARC658 |Humano 1 N N NA
2-002 | ARC658 |Humano 1 N N NA
2-003 | ARCES8 |Humano 1 N N NA
2-004 | ARC658 |Humano 1 N N NA
3-001 | ARC658 |Humano 3 N N NA
3-002 | ARC658 |Humano 3 N N NA
3-003 | ARC658 |Humano 3 N N NA
6-001 | ARC658 |Primate 0 S S 2min30s
6-002 | ARC658 |Primate 0 S S 2 min 47 s
6-003 | ARC658 |Primate 0 S S 3min30s
6-004 | ARC658 |Primate 0 S S 1 min 28 s
6a-001 | ARC658 |Primate 3 S S Smin2s
6a-002 | ARCS58 |Primate 3 S S 4min 30 s
6a-003 | ARC658 |Primate 3 S S 3min43s
6a-004 | ARC658 |Primate 3 S S 8min0s
7-001 | ABC658 |Primate 10 S N NA
7-002 [ ARC658 |Primate 10 S N NA
7-003 | ARC658 |Primate 10 S S 9min 15 s
7-004 | ARC658 |Primate 10 S N NA
9-001 | ARC658 |Primate 20 S S 12 min 50 s
11-001 | ARC658 |Primate 30 S N NA
11-002 | ARC658 |Primate 30 S S 10 min 0 s
11-003 | ARC658 |Primate 30 S N NA
13-001 | ARC658 |Primate 50 N N NA
13-002| ARC658 |Primate 50 N N NA
13-003 | ARC658 |Primate 50 N N NA
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Aptamero de longitud completa normalizado
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Figura 33
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Figura 34
Ntimero Nuimero Nivel de| Volumen Régimen Recogida
d: DO de Articulo de ensayo |dosificacién |de dosis de gdosificaci()n de mﬁes iras
8rupo |, himales (mg/kg) (ml/kg)
Bolo t = antes de la
1 3 255?1?20 KDa 10 1 intravenoso dosis, 0,5, 1, 2, 4, 8,
el dia 1 16, 24, 32, 48 horas
Bolo t = antes de la
2 3 2}143{((;:?1?30 kDa 10 1 intravenoso dosis, 0,5, 1, 2, 4, 8,
el dia 1 16, 24, 32, 48 horas
Bolo t = antes de la
3 3 112113{((}: (}fzﬂ] kDa 10 1 intravenoso dosis, 0,5, 1, 2, 4, 8,
el dia 1 16, 24, 32, 48 horas
Figura 35
PK de Conjugados de Aptamero Anti-C5-PEG en Ratas Sprague Dawley
Aptamero ARC657 ARC658 ARC187
Grupo de PEG (20 kDa 30 kDa 40 kDa
MEDIA |DESV.TIP |[MEDIA (DESV.TIP |MEDIA |DESV.TIP
Cp Cp Cp Cp Cp Cp
Tiempo (horas) | (uM) (M) (M) (M) (M) (M)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 12,77 2,67 2,97 0,62 6,52 1,77
1 13,38 2,08 4,09 1,44 7,94 1,08
2 6,63 1,87 3,40 0,66 6,57 1,56
4 2,38 0,87 2,22 0,39 4,56 0,54
8 0,72 0,18 2,87 1,84 1,53 0,57
12 0,31 0,03 0,60 0,09 1,45 0,17
24 <LIDC <LIDC 0,47 0,17 0,73 0,03
32 <LIDC <LIDC <LIDC <LIDC 0,49 0,01
48 <LIDC <LIDC <LIDC <LIDC 0,27 0,02
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Figura 36

Perfil de FC en plasma de ARC657 (20K), ARC658 (30K), ARC187 (PEG de 40K)
20000

10000 -

10

[aptamero] en plasma (nmol/l)

10 + : s

tiempo (h)
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Figura 37
rata 10 v 20 kD 169,97 458 - 2,05 0,36 65
rata 10 v 30 kD 52,00 497 - 7,40 0,34 220
rata 10 v 40 kD 100,85 886 - 15,00 0,19 188
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Figura 38A
N° N° Articulo Dosis Via Recogida de muestras
de grupo|de animales de ensayo de la dosis
(mg/kg) | (ml/kg)
1 33F ARC 187 10 4 v t = antes de la dosis, 0,5, 1, 2, 4,
8, 16, 24, 32, 48, 72 horas
2 33F ARC1905 10 4 v t = antes de la dosis, 0,5, 1, 2, 4,
8, 16, 24, 32, 48, 72 horas
Figura 38B
_ PKO3002-020: Nektar C5 (ARC187) frente a NOF (ARC1905) en ratones CD-1
. .1003060 :
, +  ARCi®DS
: --ﬂ--_'-ARcm?_, ;
10000 g-F=gg_ LIDC .
_ ] [RaS - S
s S T - IO
E 1000 ¢ 2 I JRNEEE 3
s -
@
E am
a
m ----------------------------------------------------------------------------------------
10
1 1 ; : ¥ v 3
o 10 15 . 20 25 3s 40
tiempo [h]
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Figura 38C
Analisis de FC no compartimental (NCA)
Atributo Unidad [ARC1905|ARC 187
Cmix uM 12 10
ABC,.. uM-h 88 89
MRT,... h 11 11
CL ml/min-kg| 0,15 0,15
Vss ml/kg 95 96
K10 1/h 0,151 0,121
t1/2(K10) h 5 6
Figura 39
Aptamero Antes 1h 3h 6h
ARC657 No Si Si Si
ARC658 No Si Si Si
ARC187 No Si Si Si
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Figura 40
Numero |Numero de| Articulo Nivel de Volumen | Régimen Recogida de muestras
de grupo | animales | de ensayo | dosificacion | de dosis de
(mg/kg) (ml/kg) | dosificacion
t = antes de la dosis, 1, 5, 10,
ARC657 !30]0 15 y 30 minutosy alas 1,2,
1 1 PEG de 20|30 3 intravenoso
kDa en el dia 1 4,6,8,12,24,48, 72, 96 y
192 horas
t = antes de la dosis, 1, 5, 10,
ARC658 .BOIO 15 y 30 minutosy alas 1, 2,
2 1 PEG de 30|30 3 intravenoso
kDa en el dia 1 4,6,8,12,24,48, 72, 96 y
192 horas
t = antes de la dosis, 1, 5, 10,
ARCI87 .BOIO 15 y 30 minutosy alas 1,2,
3 1 PEG de 40|30 3 intravenoso
kDa en el dia 1 4,6,8,12,24,48, 72, 96 y
192 horas
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Figura 41

PC de conjugados de aptamero anti-C5-PEG en macacos cinomolgos

Aptamero ARC657 ARC658 ARC187

Grupo de PEG 20 kDa 30 kDa 40 kDa

MEDIA MEDIA MEDIA

Tiempo (horas) Cp (uUM) Cp (uM) Cp (uM)

0 0,00 0,00 0,00

0,08 16,41 21,99 18,00

0,25 16,64 22,67 17,26

0,5 19,38 26,16 24,17

1 19,36 27,08 21,79

4 7,73 14,16 21,69

8 2,03 6,02 16,68

12 1,10 3,04 13,11

24 0,36 0,95 7,24

48 0,15 0,42 2,30

72 0,07 0,25 0,96

96 0,03 0,23 0,54

192 0,01 0,04 0,14

Figura 42
Especie ABCo.., ti2 ti2 Cl Vss
( gh/ml) (/(h) (BY(h) (ml/min-kg) (MIkg)

primate | 30 iv 20 kD 293 1191 2,35 31,80 0,41 273
primate | 30 iv 30 kD 385 2484 3,33 40,08 0,20 233
primate | 30 iv 40 kD 316 6752 12,38 60,11 0,07 141
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Figura 43

Figura 43a [sCSb-9] frente a tiempo

[sC5b-9] pg/ml

100

10
1
0.1 ~&~ARCE57
i ~*—ARC658
~5-ARC187
0,01 S ——

12 18 24
tiempo, h

Figura 43c [C5a] frente a tiempo
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Figura 43b [sCSb—9] frente a [aptamero]
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Figura 44
Nuamero Numero Articulo va‘e ! <l de VOI.u men de Régimen de .
de grupo de de ensayo dosificacion |[dosis dosificacién Recogida de muestras
animales (mg/kg) (ml/kg)
ARCGS8 Bolo 10, 15y 30 minutos y a as
1 4 PEG de 30(30 3 intravenoso o y
P 1,2,4,6,8, 12, 24, 48, 72,
kDa eldia 1
96 y 192 horas
Bolo t = antes de la dosis, 1, 5,
2 4 ARC187 30 3 intravenoso 10, 15y 30 minutos y a
PEG 40 kDa el dia 1 las 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48,

72,96 y 192 horas
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aptamero en plasma, [nM] -~

Figura 45
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Figure 46

Via de | Grupo Crmax

b 10 20 30 40 50
[aptamero] #M

ol

0 10 20 30 40 50
[aptamero] #M

ABCq... ti2 tiz Cl Vss
admin. | de PEG | (ug/ml) | (ug-h/ml) | (@/(h) | (B)/(h) | (ml/min-kg) | (mVkg)
IV 30 kD 519 3059 2,35 30,45 0,16 213
1V 40 kD 609 8061 4,48 53,13 0,06 168
Figura 47 Figura 48
1108 150
‘ . A ARCGSE
E 800001 & ARCG5B 4 ARC1H7
= * ARC187 = 106 *
£ 60000 B
g 40000{ ] § % it '
5 ‘} : S s0 # :
A | = ¢
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Figura 49
Numero| Niumero | Articulo | Nivel de | Concentracién Volumen Régimen Ultimo
de de de ensayo | dosificacion de dosis de dosis de dosificacion dia
grupo | animales (mg/kg) (mg/kg) (ml/kg) de ensayo
1 mg/kg
bolo IV y 0,1 ml/kg, bolo IV y B“‘;’uﬂ;g 48
1 3 ARCI87 0,0013 10 0,1872 ml/kg/dia, . . Dia 8
. iy de infusion
mg/kg/min Infusion IV P
. o el dia 1
infusién IV
Figura 50

Especie = Dosis Via de | Grupo Crmax ABCq... ti2 ti2 Cl Vss

(mg/kg) admin.  dePEG  (ug/ml) | (pg-h/ml) (@)/(h) | (B)/(h)  (mI/min-kg) (MVkg)
primate 30 1\% 40 kD 610 8061 448 | 53,13 0,06 168
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Figura 51

1.000 E=.

R SO .._...':.'-"——-calculado =

e — o

100 ¢

10 —f_ W mma s mii—a e

"50 - 100 _ 150 200

tiempo (h)

156



aptamero activo en plasma, nM
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Figura 52

100

10004k

100gzs == —a—animal 1 [

_— —=—aalmal 2 |

—&—animal 3 |.

10 —+ |
24 48 72 96
tiempo (h)
Figura 53
Aptamero Grupo |Peso molecular|Peso molecular| t;, ti Dosis :l(;?ll(;)llgo)
P de PEG|  (oligo) (total) | | m)| P M (e
ARC187 |40 kDa 12,703 52,703 4,48 | 53,13 0,40
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tiempo de coagulacion (segundos)
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Figura 54
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Figura 55
ACT (segundos)

Tratamiento Donante 1° Donante 2° Donante 3°
inicial 133+30 145+ 12 138+1

+ heparina 842 £ 95 519t 16 45015
+ heparina y ARC 187 nd 618 £ 55 492 +28
+ heparina y protamina 160 £ 11 155t6 15919
+ heparina, protamina y ARC 187 2005 172 +1 16918

¢ 5 U/ml de heparina; >4 U/ml heparina; nd, no determinado
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ACT (% de valor inicial)
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F'igura 56
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% de inhibicion
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Figura 57
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% de inhibicion de hemolisis
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Figura 58
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" 9%, de inhibicién de hemolisis

ES 2 527695 T3

Figura 59A

100
75 -
50 -
25 - ~£3— Humano
A -8~ Cino
2 . —&—Rata
G- — e bt L e A2 e B bbbkl SRS B 1
0,1 1 10 100 1000 10°
[ARC19505] nM
Figura 59B
Especie de suero ARCI905 ARCI127
P Cly (M) |  Cls (M)
> 10.000
Humano 0,349 + 0,0898 NA
Mono Cynomolgus 3,69 £ 0,603 > 113;300
~10.000
Rata 2700 £ 470 NA
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Figura 60
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Figura 61
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Figura 62
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Figura 63
Aptémero CI50 (nM) CIgO (nM) CIgg (nM)
Humano 196 £ 13,9 442 £23,2 1090 + 198,0
Macaco Cynomolgus 536 + 54,7 1810 = 405,8 6900 + 2600
Relacioén cino/humano 2,73+ 0,339 4,1 0,94 6,4 +2,65
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% de inhibicién de generacién de C5a
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Figura 64
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Figura 65
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Donante Clso (M) Clyy (nM) Clgy (nM)
Media de 5 119 268 694

donantes

28,6 39,2 240,9
DT
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% de inhibicion
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Figura 67
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