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DESCRIPCION
Nuevos potentes compuestos antisentido anti-ApoB
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a compuestos oligoméricos (oligémeros) con diana en el ARNm de APO-B100 en
una célula, que conducen a la expresién reducida de APO-B100. La reduccion de la expresion de APO-B100 resulta
beneficiosa para un abanico de trastornos médicos, tales como enfermedades asociadas a la actividad de la
apolipoproteina B, tal como, en un ejemplo no limitativo, diferentes tipos de desequilibrio de colesterol HDL/LDL,
dislipemias, por ejemplo la hiperlipemia combinada familiar (HLCF), la hiperlipemia adquirida, la hipercolesterolemia,
la hipercolesterolemia resistente a estatinas, la enfermedad arterial coronaria (EAC), la enfermedad cardiaca
coronaria (ECC) y la ateroesclerosis.

CASOS RELACIONADOS

Las solicitudes n°® W02007/031081 y n°® W0O2008/113830 siguientes estan relacionadas.
ANTECEDENTES

Ver la seccién de antecedentes de los documentos n® W02007/031081 y n° W(02008/113830.

El documento n® US 2008/242629 y Crooke Rosanne et al., Journal of Lipid Research, Bethesda, MO, US, vol. 46, n®
5, paginas 872 a 884, dan a conocer gapmeros con diana en apoB-100.

Ademas, los documentos n°® WO 2004/091515 y n°® WO 2006/053430 dan a conocer agentes ARNip con diana en
apoB-100. Sigue existiendo una necesidad de agentes adicionales que sean seguros y no téxicos y que sean
capaces de antagonizar eficazmente la funcién de la apolipoproteina B y en consecuencia de reducir los niveles
plasmaticos de Lp(a).

La presente invencién proporciona compuestos oligoméricos eficaces y seguros de acido nucleico bloqueado (ANB)
y la utilizacién de los mismos en métodos para modular la expresion de la apolipoproteina B, ApoB-100, incluyendo
la inhibicion de la isoforma alternativa de la apolipoproteina B, ApoB-48.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

La invencion proporciona un oligdmero de entre 12 y 16 nucleétidos de longitud que comprende SEC ID n° 4 capaz
de modular la expresion de la apolipoproteina B. SEC ID n° 4 es homologa respecto a una region correspondiente al
complemento inverso de un gen o ARNm de APO-B100 de mamifero, tal como la variante humana (n° de acceso de
GenBank: NM_000384 o n° de acceso de GenBank: NG_011793) o variante natural de la misma. De esta manera,
por ejemplo el oligémero se hibrida con una molécula de acido nucleico de cadena sencilla que presenta la
secuencia de una parte de las secuencias de ARNm de APOB-100 o del gen APOB-100.

La invencion proporciona un conjugado que comprende el oligdmero segun la invencion y por lo menos una fraccion
no nucledtida o no polinucledtida unida covalentemente a dicho oligémero.

La invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende el oligbmero o el conjugado segun la
invencion y un diluyente, portador, sal o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

La invencién proporciona el oligébmero o conjugado segun la invencién, para la utilizacion como medicamento, tal
como para el tratamiento de enfermedades asociadas a la actividad de la apolipoproteina B, tal como, en un ejemplo
no limitativo, diferentes tipos de desequilibrio de colesterol HDL/LDL, dislipemias, por ejemplo la hiperlipemia
combinada familiar (HLCF), la hipercolesterolemia, la hipercolesterolemia resistente a estatinas, la enfermedad
arterial coronaria (EAC), la enfermedad cardiaca coronaria (ECC) y la ateroesclerosis.

La invencién proporciona la utilizacién de un oligdmero o conjugado segun la invencién, para la utilizacion en la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de enfermedades asociadas a la actividad de la
apolipoproteina B, tal como, en un ejemplo no limitativo, diferentes tipos de desequilibrio de colesterol HDL/LDL,
dislipemias, por ejemplo la hiperlipemia combinada familiar (HLCF), la hipercolesterolemia, la hipercolesterolemia
resistente a estatinas, la enfermedad arterial coronaria (EAC), la enfermedad cardiaca coronaria (ECC) y la
ateroesclerosis.

Se da a conocer ademas un método de tratamiento de enfermedades asociadas a la actividad de la apolipoproteina
2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2555057713

B, tal como, en un ejemplo no limitativo, diferentes tipos de desequilibrio de colesterol HDL/LDL, dislipemias, por
ejemplo la hiperlipemia combinada familiar (HLCF), la hiperlipemia adquirida, la hipercolesterolemia, la
hipercolesterolemia resistente a estatinas, la enfermedad arterial coronaria (EAC), la enfermedad cardiaca coronaria
(ECC), la ateroesclerosis, comprendiendo dicho método la administracion de, por ejemplo, una dosis eficaz de un
oligbmero, un conjugado o una composicién farmacéutica segun la invencién, en un paciente que sufre de, o es
probable que sufra de enfermedades asociadas a la actividad de la apolipoproteina B, tal como, en un ejemplo no
limitativo, diferentes tipos de desequilibrio de colesterol HDL/LDL, dislipemias, por ejemplo la hiperlipemia
combinada familiar (HLCF), la hiperlipemia adquirida, la hipercolesterolemia, la hipercolesterolemia resistente a
estatinas, la enfermedad arterial coronaria (EAC), la enfermedad cardiaca coronaria (ECC) y la ateroesclerosis.

La invencién proporciona un método in vitro para la inhibicion de APO-B100 en una célula que expresa APO-B100,
comprendiendo dicho método la administracion de un oligémero, o un conjugado segun la invencion, en dicha célula,
de manera que se produce la inhibicién de APO-B100 en dicha célula.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: expresion del ARNm de apoB en células HuH-7 tras el tratamiento con oligonucleétidos ANB, SEC ID n° 26
a n° 50. Los datos estan normalizados respecto a GAPDH y se presentan respecto a un control "simulado” como
media + STD, n=2. A muestra la SEC ID n° 26 a 38 y B muestra SEC ID n° 39-50.

Figura 2: Colesterol sérico total medido una vez a la semana en ratones C57BL/6J en los que se han administrado
10 mg/kg de SEC ID n° 28, 29, 44 o 45 durante 4 semanas y en el momento del sacrificio, 48 horas después de la
Ultima administracion de oligonucledtido ANB. Los datos se presentan respecto al control (solucién salina
administrada) como media + std, n=5. CT=colesterol total.

Figura 3: administracién repetida de 3 oligonucledtidos diferentes con diana en apoB, SEC ID n° 45 a niveles de
dosis diferentes. La figura muestra A) el efecto sobre el colesterol total medido en el suero una semana después de
la administracion, y B) los niveles de ALT al final del estudio.

Figura 4: niveles de colesterol sérico total (A) y efecto sobre la proporcion HDL/LDL (B) en diferentes puntos
temporales después de una Unica administracién de SEC ID n° 29 a niveles de dosis diferentes.

Figura 5: colesterol sérico total medido semanalmente una semana después de la administracion (las flechas indican
la administracién A) una vez a la semana, B) una vez cada dos semanas). Los ratones recibieron administraciones
durante 70 dias y se recuperaron 1 a 3 semanas después de la Ultima dosis antes de ser sacrificados.

Figura 6: expresion de ARNm de ApoB en el higado el dia 77 (final del tratamiento, 7 dias después de la Ultima
dosis) y el dia 91 (final del periodo de recuperacion).

Figura 7: niveles de ALT en el suero el dia de sacrificio 77, una semana después de la Gltima administracion y el dia
91, 3 semanas después de la Ultima administracion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
El oligémero

La presente invencion utiliza compuestos oligoméricos (denominados en la presente memoria oligdmeros) para la
utilizaciéon en la modulacion de la funcién de moléculas de acidos nucleicos codificantes de APO-B100 de mamifero,
tal como el &cido nucleico de APO-B100 o el ARNm o gen de APO-B100 humano, y variantes naturales de dichas
moléculas de acidos nucleicos codificantes de APO-B100 de mamifero. El término "oligdmero" en el contexto de la
presente invencion se refiere a una molécula formada mediante enlace covalente de dos o mas nucleétidos (es
decir, un oligonucleétido). En la presente memoria un Unico nucledtido (unidad) también puede denominarse
monomero o unidad. El oligdmero consiste o comprende una secuencia contigua de nucleétidos de entre 10 y 50,
por ejemplo entre 10 y 30 nucleétidos de longitud, que comprende SEC ID n° 4, capaz de modular la expresion de la
apolipoproteina B.

En diversas realizaciones, el compuesto de la invencién no comprende (unidades de) ARN. Resulta preferente que
el compuesto segun la invencién sea una molécula lineal o sea sintetizada en forma de molécula lineal. El oligémero
es una molécula de cadena sencilla y preferentemente no comprende regiones cortas de, por ejemplo, por lo menos
3, 4 0 5 nucleétidos contiguos, los cuales son complementarios a regiones equivalentes dentro del mismo oligémero
(es decir, duplex). A este respecto el oligbmero no es (esencialmente) de doble cadena. En algunas realizaciones el
oligbmero esencialmente no es de doble cadena, por ejemplo es un ARNip. En diversas realizaciones, el oligomero
de la invencién puede consistir enteramente de la regién de nucleétidos contigua. De esta manera, el oligdmero no
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es sustancialmente autocomplementario.
La diana

Convenientemente, el oligomero de la invencion es capaz de regular negativamente la expresion del gen APO-B100.
En este aspecto, el oligémero de la invencion puede afectar a la inhibicibn de APO-B100, tipicamente en un
mamifero, tal como una célula humana, tal como hepatocitos. En algunas realizaciones, los oligobmeros de la
invenciéon se unen al acido nucleico diana y producen la inhibicién de la expresion de por lo menos 10% o 20% del
nivel de expresién normal, mas preferentemente una inhibicién de por lo menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% o0 95% del nivel de expresion normal. En algunas realizaciones, dicha modulaciéon se observa al utilizar una
concentracion de entre 0,04 y 25 nM, tal como de entre 0,8 y 20 nM, de compuesto de la invencién. En la misma
realizacién o en una diferente, la inhibicion de la expresion es inferior a 100%, tal como una inhibicion inferior a 98%,
una inhibicién inferior a 95%, una inhibicién inferior a 90%, una inhibicién inferior a 80%, tal como una inhibicién
inferior a 70%. Puede determinarse la modulaciéon del nivel de expresién mediante la medicién de los niveles de
proteina, por ejemplo mediante métodos tales como SDS-PAGE, seguido de transferencia western, utilizando
anticuerpos adecuados producidos contra la proteina diana. Alternativamente, la modulacién de los niveles de
expresion puede determinarse mediante la medicion de los niveles de ARNm, por ejemplo mediante transferencia
northern o RT-PCR cuantitativa. Al medir mediante niveles de ARNm, el nivel de regulacidon negativa al utilizar una
dosis apropiada, tal como una concentracién de entre 0,04 y 25 nM, tal como de entre 0,8 y 20 nM, es, en algunas
realizaciones, tipicamente a un nivel de entre 10% y 20% los niveles normales en ausencia del compuesto de la
invencion.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método para regular negativamente o inhibir la expresion de proteina APO-
B100 y/o ARNm en una célula que expresa proteina APO-B100 y/o ARNm, comprendiendo dicho método la
administracion del oligdmero o conjugado segun la invencion en dicha célula para regular negativamente o inhibir la
expresion de la proteina y/o ARNm de APO-B100 en dicha célula. Convenientemente, la célula es una célula de
mamifero, tal como una célula humana. La administracién puede realizarse, en algunas realizaciones, in vitro. La
administracion puede realizarse, en algunas realizaciones, in vivo.

La expresion "acido nucleico diana", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere al ADN o ARN codificante
del polipéptido APO-B100 de mamifero, tal como APO-B100 humano, tal como el ARNm de la APO-B100 humana.
Los acidos nucleicos codificantes de APO-B100 o variantes naturales de los mismos y los acidos nucleicos de ARN
derivados de los mismos, preferentemente ARNm, tal como pre-ARNm, aunque preferentemente ARNm maduro. En
algunas realizaciones, por ejemplo en el uso en investigacion o diagnostico, el "acido nucleico diana" puede ser un
ADNCc o un oligonucleétido sintético derivado de los acidos nucleicos de ADN o ARN diana anteriormente indicados.
El oligdmero segun la invencion preferentemente es capaz de hibridarse con el acido nucleico diana. Se reconocera
que el ARNm de APO-B100 humano es una secuencia de ADNc, y como tal, corresponde a la secuencia del ARNm
maduro diana, aunque en lugar de uracilo las secuencias de ADNc presentan timidina.

La expresion "variante natural de los mismos" se refiere a variantes del polipéptido APO-B100 de la secuencia de
acidos nucleicos que existe naturalmente dentro del grupo taxonémico definido, tal como un mamifero, tal como un
ratbn o mono, y preferentemente el ser humano. Tipicamente, al hacer referencia a "variantes naturales" de un
polinucleétido, la expresiéon puede comprender ademas cualquier variante alélica del ADN gendémico codificante de
APO-B100 mediante traslocaciéon o duplicacion cromosémica, y el ARN, tal como el ARNm, derivado del mismo. La
expresion "variantes naturales" puede incluir ademas variantes derivadas del procesamiento alternativo del ARNm
de APO-B100. En referencia a una secuencia polipeptidica especifica, por ejemplo el término incluye ademas formas
naturales de la proteina que pueden después procesarse, por ejemplo mediante modificaciones cotraduccionales o
post-traduccionales, tales como el corte de péptidos de sefial, el corte proteolitico, la glucosilacion, etc.

Secuencias

La solicitud da a conocer oligémeros que comprenden o consisten de una secuencia contigua de nucleétidos que
corresponde al complemento inverso de una secuencia de nucleétidos presente en el ARNm de APO-B100 humano.
De esta manera, el oligbmero puede comprender o consistir de una secuencia seleccionada de entre el grupo que
consiste de las SEC ID n° 1 a 25 (Tabla 1), en la que dicho oligémero (o parte nucleétida contigua del mismo) puede
presentar opcionalmente una, dos o tres no correspondencias con dicha secuencia seleccionada.

Tabla 1
Sustancia de Longitud | Sec. diana
ensayo
SECIDn°1 14 5-TCTGAAGTCCATGA-3
SECIDn°2 14 5-GGATCAAATATAAG-3’
SECIDn° 3 14 5-GTTGACACTGTCTG-3’
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SECIDn°4 12 5-GTTGACACTGTC-3
SECIDnNn°5 14 5-GACTGCCTGTTCTC-3
SECIDnN°6 13 5-CGTTGGAGTAAGC-3’
SECIDn°7 14 5-GCGTTGGAGTAAGC-3
SECIDn°8 14 5-CTCTGTGATCCAGG-3
SECIDnNn°9 14 5-GGACTCTGTGATCC-3
SECIDn°10 14 5-CTGTTTGAGGGACT-3'
SECIDn°11 14 5-GAGATGGCAGATGG-3
SECIDn°12 14 5-GCTGGTGTTGCCAC-3'
SECIDn°13 13 5-CAGATCCTTGCAC-3
SECIDn° 14 14 5-CCAGATCCTTGCAC-3
SEC ID n° 15 12 5-ACCTTTTGAGAC-3
SECID n° 16 14 5'-CAATGTTCAGACTG-3'
SECIDn°17 14 5-CCTGCAATGTTCAG-3
SECIDn°18 14 5-TAGGGCTGTAGCTG-3
SECIDn°19 14 5-GTTGGTCTACTTCA-3
SEC ID n° 20 14 5'-CCAACCAATTTCTC-3
SECIDn°21 14 5-GTCAATTGTAAAGG-3
SEC ID n° 22 14 5-GTTTAAGAAATCCA-3'
SEC ID n° 23 12 5-CTTAGTGTTAGC-3
SEC ID n° 24 12 5-GGTTCTTAGTGT-3
SEC ID n° 25 14 5-CTGGTTCTTAGTGT-3

El oligomero puede comprender o consistir de una secuencia contigua de nucleétidos que es totalmente
complementaria (perfectamente complementaria) respecto a la regién equivalente de un acido nucleico que codifica
un APO-B100 de mamifero (por ejemplo ARNm de APO-B100 humano). De esta manera, el oligbmero puede
comprender o consistir de una secuencia antisentido de nucleétidos.

Sin embargo, en algunas realizaciones, el oligbmero puede tolerar 1, 2, 3 0 4 (0 mas) no correspondencias, al
hibridarse con la secuencia diana y todavia unirse suficientemente a la diana para mostrar el efecto deseado, es
decir la regulacién negativa de la diana. Las no correspondencias pueden compensarse, por ejemplo, por una
longitud incrementada de la secuencia de nucleétidos del oligomero y/o por la presencia de un nimero incrementado
de anélogos de nucledtido, tales como ANB, en la secuencia de nucleétidos.

En algunas realizaciones, la secuencia contigua de nucleétidos comprende no mas de 3, por ejemplo no mas de 2
no correspondencias al hibridarse con la secuencia diana, tal como con la regién correspondiente de un acido
nucleico que codifica una APO-B100 de mamifero.

En algunas realizaciones, la secuencia contigua de nucledtidos comprende no mas de una Unica no correspondencia
al hibridarse con la secuencia diana, tal como con la regiéon correspondiente de un acido nucleico que codifica una
APO-B100 de mamifero.

La secuencia de nucleétidos de los oligdmeros dados a conocer en la solicitud o la secuencia contigua de
nucleétidos preferentemente es por lo menos 80% homodloga respecto a una secuencia correspondiente
seleccionada de entre el grupo que consiste de las SEC ID n° 1 a 25, tal como por lo menos 85%, por lo menos 90%,
por lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, por lo menos 96%
homologa, tal como 100% homologa (idéntica).

La secuencia de nucledtidos de los oligbmeros dados a conocer en la solicitud o la secuencia contigua de
nucleétidos es preferentemente por lo menos 80% homologa respecto al complemento inverso de una secuencia
correspondiente presente en el ARNm de la APOB100 humana, tal como por lo menos 85%, por lo menos 90%, por
lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, por lo menos 96%
homéloga, tal como 100% homéloga (idéntica).

La secuencia de nucledtidos de los oligbmeros dados a conocer en la solicitud o la secuencia contigua de
nucleétidos es preferentemente por lo menos 80% complementaria respecto a una subsecuencia presente en el
ARNM de la APO-B100 humana, tal como por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 91%, por lo menos
92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, por lo menos 96% complementaria, tal como 100%
complementaria (perfectamente complementaria).

En la invencion, el oligdmero (o parte nucleétida contigua del mismo) comprende la SEC ID n° 4.
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Sin embargo, se reconoce que, en algunas realizaciones, la secuencia de nucledtidos del oligdbmero puede
comprender nucledtidos 5' o 3' adicionales, tales como, independientemente, 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos 5' y/o 3'
adicionales, los cuales son no complementarios respecto a la secuencia diana. En este aspecto, el oligémero puede
comprender, en algunas realizaciones, una secuencia contigua de nucleétidos que se encuentra flanqueada en
direccion 5' y/o 3' por nucleétidos adicionales. En algunas realizaciones, los nucleétidos 5' o 3' adicionales son
nucleétidos naturales, tales como de ADN o ARN. En algunas realizaciones, los nucleétidos 5' o 3' adicionales
pueden representar la region D tal como se hace referencia a la misma en el contexto de los oligdbmeros gapmeros
en la presente memoria.

El oligébmero segun la invencion consiste o comprende una secuencia de nucledtidos seguin la SEC ID n° 4.

Al determinar la "homologia" entre los oligémeros de la invencion (o secuencia contigua de nucledétidos) y el acido
nucleico que codifica la APO-B100 de mamifero o el complemento inverso de la misma, tal como los dados a
conocer en la presente memoria, puede llevarse a cabo la determinacion de la homologia mediante una simple
alineacion con la secuencia de nucledtidos correspondiente del compuesto de la invencion y la region
correspondiente del &cido nucleico que codifica la APO-B100 (o acido nucleico diana) de mamifero, o el
complemento inverso del mismo, y la homologia se determina mediante el recuento del nUmero de bases que se
alinean y dividiendo el niumero total de nucleétidos contiguos en el compuesto de la invencion, y multiplicando por
100. En dicha comparacion, en caso de existir huecos, resulta preferible que dichos huecos sean meramente no
correspondientes y no areas en las que el nimero de nucleétidos en el hueco difiere entre la secuencia de
nucleétidos de la invencién y el acido nucleico diana.

Las expresiones "correspondiente a" y "corresponde a" se refieren a la comparacion entre la secuencia de
nucleétidos del oligdmero o secuencia contigua de nucledtidos (una primera secuencia) y la secuencia contigua de
nucleétidos equivalente de una secuencia adicional seleccionada de entre i) una subsecuencia del complemento
inverso del acido nucleico diana, tal como el ARNm que codifica la proteina APO-B100, tal como el ARNm de APO-
B100 humano, y/o ii) la secuencia de nucleétidos proporcionada en la presente memoria, tal como el grupo que
consiste de la SEC ID n° 4 o subsecuencia de la misma. Los analogos de nucleétido se comparan directamente con
sus nucledtidos equivalentes o correspondientes. Una primera secuencia que corresponde a una secuencia
adicional bajo i) o ii) tipicamente es idéntica a dicha secuencia a lo largo de la primera secuencia (tal como la
secuencia contigua de nucleétidos) o, tal como se indica en la presente memoria, puede, en algunas realizaciones,
ser por lo menos 80% homoéloga respecto a una secuencia correspondiente, tal como por lo menos 85%, por lo
menos 90%, por lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, por lo
menos 96% homologa, tal como 100% homéloga (idéntica).

Las expresiones "analogo de nucledtido correspondiente” y "nucleétido correspondiente” pretenden indicar que el
nucleétido en el analogo de nucleétido y el nucleétido natural son idénticos. Por ejemplo, al unir la unidad 2-
desoxirribosa del nucledtido a una adenina, el "analogo de nucleétido correspondiente” contiene una unidad de
pentosa (diferente de la 2-desoxirribosa) unida a una adenina.

Longitud
La solicitud describe oligdmeros que pueden comprender o consistir de una secuencia contigua de nucleétidos de un
total de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleétidos contiguos de
longitud.

En la invencion, los oligbmeros comprenden o consisten de una secuencia contigua de nucleétidos de una longitud
total de entre 12 y 16, tal como de 13, 14, 15 o 16 nucleétidos contiguos.

En algunas realizaciones, los oligdmeros comprenden o consisten de una secuencia contigua de nucleétidos de una
longitud total de 10, 11, 12, 13 o 14 nucledtidos contiguos.

En algunas realizaciones, el oligdmero segun la invencion consiste de no mas de 15 o 16 nucledtidos.

Analogos de nucledtido

El término "nucledtido” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un glucdsido que comprende una
fraccion sacarida, una fraccion base y un grupo fosfato unido covalentemente y cubre tanto nucleétidos naturales,
tales como ADN o ARN, preferentemente ADN, como nucleétidos no naturales que comprenden fracciones sacarida

y/o base, los cuales también se denominan "analogos de nucledtido" en la presente memoria.

Entre los nucleétidos no naturales se incluyen nucleétidos que presentan fracciones sacaridas modificadas, tales
6
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como nucleétidos biciclicos o nucleétidos modificados en 2', tales como nucledétidos con sustitucién en 2.

Los "analogos de nucle6tido” son variantes de los nucleétidos naturales, tales como los nuclettidos de ADN o ARN,
en virtud de modificaciones en las fracciones sacéarida y/o base. Los analogos podrian ser en principio meramente
"silenciosos" o "equivalentes" a los nucledtidos naturales en el contexto del oligonucleétido, es decir, no presentar
ningun efecto funcional sobre la manera en que funciona el oligonucleétido en la inhibicién de la expresion del gen
diana. Este tipo de andlogos "equivalentes" podria sin embargo resultar Gtil en el caso de que, por ejemplo,
resultasen mas faciles o mas econdmicos de producir, o en el caso de que fuesen mas estables durante el
almacenamiento o bajo las condiciones de fabricacién, o representasen una etiqueta o marcaje. Sin embargo,
preferentemente los analogos presentaran un efecto funcional sobre la manera en que funciona el oligbmero en la
inhibicion de la expresion; por ejemplo, mediante la produccion de una afinidad de unién incrementada a la diana y/o
una resistencia incrementada a nucleasas intracelulares y/o una facilidad incrementada de transporte al interior de la
célula. Se describen ejemplos especificos de analogos de nucleésido en, por ejemplo, Freier y Altmann, Nucl. Acid
Res. 25:4429-4443, 1997, y en Uhlmann, Curr. Opinion in Drug Development 3(2):293-213, 2000, y en el Esquema

1:
b2 2 %
° ?D’ ;e gozﬂ o Oki;
s Q@ O ) S P
O=P-8 0=£-0 0=k-0 \\_0,.. et

Fosforotioato 2.0-metilo “MOE "Blitodey
5
B 'é 0 B
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H
NHs

2LAP HNA - CeNA PNA

S\EDJ/B 'E) A F B }‘) o B %)1 o B
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°=§§~I< o0 00" ‘\jo e
Morfolino CR-ANA H 3 Fosforamidato

2-(3-hidroxijpropile
%
O o B
CI=£-"—BH3'
Boranofosfatos
Esquema 1

De esta manera, el oligobmero puede comprender o consistir de una simple secuencia de nucleétidos naturales,
preferentemente desoxinuclettidos 2' (denominados de manera general en la presente memoria "ADN"), sino
también posiblemente ribonucleétidos (denominados de manera general en la presente memoria "ARN"), 0 una
combinacion de dichos nucleétidos naturales y uno o mas nucle6tidos no naturales, es decir analogos de
nucleétidos. Dichos analogos de nucleétidos pueden incrementar convenientemente la afinidad del oligémero para la
secuencia diana.

En el documento n® WO 2007/031091 se proporcionan ejemplos de analogos de nucleétido adecuados y preferentes
o se hace referencia a ellos.
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La incorporacion de analogos de nucleétido potenciadores de la afinidad en el oligdmero, tal como ANB o sacaridos
2'-sustituidos, puede permitir la reduccién del tamafio del oligémero de unién especifica, y también puede reducir el
limite superior del tamafio del oligdmero antes de que tenga lugar la unién no especifica o aberrante.

En algunas realizaciones, el oligdmero comprende por lo menos 2 analogos de nucleétido. En algunas realizaciones,
el oligémero comprende entre 3 y 8 analogos de nucle6tido, por ejemplo 6 o 7 analogos de nucleétido. En las
realizaciones claramente mas preferentes, por lo menos uno de dichos analogos de nucleétido es un acido nucleico
bloqueado (ANB), por ejemplo por lo menos 3 o por lo menos 4, o por lo menos 5, o por lo menos 6, o por Io menos
7, u 8, analogos de nucle6tido pueden ser ANB. En algunas realizaciones, todos los analogos de nucleétido pueden
ser de ANB.

Se reconocera que, al hacer referencia a un motivo de secuencia de nucleétidos o a una secuencia de nucleétidos
preferente, que consiste de Unicamente nucleétidos, los oligdmeros de la invencion que estan definidos por dicha
secuencia pueden comprender un analogo de nucleétido correspondiente en lugar de uno o mas de los nucleétidos
presentes en dicha secuencia, tal como unidades de ANB u otros analogos de nucleétido, que elevan la IT, de
estabilidad del duplex oligémero/diana (es decir, los analogos de nucleétido potenciadores de la afinidad).

En algunas realizaciones, cualesquiera no correspondencias entre la secuencia de nucleétidos del oligémero y la
secuencia diana preferentemente se encuentran en regiones fuera de los analogos de nucleétido potenciadores de
afinidad, tal como en la regién B tal como se denomina en la presente memoria, y/o en la regién D tal como se
denomina en la presente memoria, y/o en el sitio de nucleétidos no modificados, tales como de ADN, en el
oligonucledtido, y/o en regiones situadas en 5' 0 3' respecto a la secuencia contigua de nucleétidos.

Entre los ejemplos de dicha modificacién del nucleétido se incluyen la modificacion de la fracciéon sacarida para
proporcionar un grupo sustituyente 2' o para producir una estructura puenteada (acido nucleico blogqueado) que
potencia la afinidad de unién y puede proporcionar ademas una resistencia incrementada a las nucleasas.

Un analogo de nucleétido preferente es el ANB, tal como oxi-ANB (tal como beta-D-oxi-ANB y alfa-L-oxi-ANB), y/o
amino-ANB (tal como beta-D-amino-ANB vy alfa-L-amino-ANB) y/o tio-ANB (tal como beta-D-tio-ANB y alfa-L-tio-
ANB) y/o ENA (tal como beta-D-ENA y alfa-L-ENA). Resulta mas preferente beta-D-oxi-ANB.

En algunas realizaciones, los analogos de nucle6tido presentes en el oligdbmero de la invencién (tal como en las
regiones A y C mencionadas en la presente memoria) se seleccionan independientemente de entre, por ejemplo:
unidades de 2'-O-alquil-ARN, unidades de 2'-amino-ADN, unidades de 2'-fluoro-ADN, unidades de ANB, unidades de
acido arabino-nucleico (AAN), unidades de 2'-fluoro-AAN, unidades de ANH, unidades de ANI (acido nucleico
intercalante; Christensen, Nucl. Acids Res. 30:4918-4925, 2002). y unidades de 2'MOE. En algunas realizaciones se
observa Ginicamente uno de los tipos anteriormente indicados de analogos de nucleétido presentes en el oligobmero
de la invencién o una secuencia contigua de nucle6tidos del mismo.

En algunas realizaciones, los analogos de nucleétido son mondmeros de 2'-O-metoxietil-ARN (2'-MOE), 2'-fluoro-
ADN o analogos de nucleétidos de ANB, y de esta manera el oligonucleétido de la invencién puede comprender
analogos de nucleétido que se seleccionan independientemente de entre dichos tres tipos de analogo, o pueden
comprender Unicamente un tipo de analogo seleccionado de entre los tres tipos. En algunas realizaciones, por lo
menos uno de dichos analogos de nucleétido es 2'-MOE-ARN, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 unidades
nucleétidas de 2'-MOE-ARN. En algunas realizaciones, por lo menos uno de dichos analogos de nuclettido es 2'-
fluoro-ADN, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 unidades nucleétidas de 2'-fluoro-ADN.

En algunas realizaciones, el oligdmero segun la invencidon comprende por lo menos una unidad de acido nucleico
bloqueado (ANB), tal como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 8 unidades de ANB, tal como entre 3y 7 0 4 a 8 unidades de ANB, o
3, 4,5, 6 0 7 unidades de ANB. En algunas realizaciones, todos los analogos de nucleétido pueden ser de ANB. En
algunas realizaciones, el oligdbmero puede comprender tanto beta-D-oxi-ANB, y uno o mas de las unidades de ANB
siguientes: tio-ANB, amino-ANB, oxi-ANB y/o ENA en configuracion beta-D o alfa-L, o combinaciones de los mismos.
En algunas realizaciones, todas las unidades de citosina del ANB son de 5'-metil-citosina. En algunas realizaciones
de la invencion, el oligbmero puede comprender unidades de tanto ANB como ADN. Preferentemente el total
combinado de unidades de ANB y ADN es de entre 10 y 25, preferentemente de entre 10 y 20, todavia mas
preferentemente de entre 12 y 16. En algunas realizaciones de la invencion, la secuencia de nucleétidos del
oligébmero, tal como la secuencia contigua de nucleétidos, consiste de por lo menos un ANB y las unidades
nucledtidas restantes son unidades de ADN. En algunas realizaciones, el oligbmero comprende Unicamente
analogos de nucledtido ANB y nucleétidos naturales (tales como ARN o ADN, mas preferentemente nucleétidos de
ADN), opcionalmente con enlaces internucleotidicos modificados, tales como fosforotioato.

El término "nucleobase" se refiere a la fraccién base de un nucleétido y cubre tanto las variantes naturales como las
8
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no naturales. De esta manera, el término "nucleobase" cubre no solo los heterociclos de purina y pirimidina
conocidos, sino también analogos heterociclicos y tautémeros de los mismos.

Entre los ejemplos de nucleobases se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, adenina, guanina, citosina, timidina,
uracilo, xantina, hipoxantina, 5-metilcitosina, isocitosina, pseudoisocitosina, 5-bromouracilo, 5-propiniluracilo, 6-
aminopurina, 2-aminopurina, inosina, diaminopurina y 2-cloro-6-aminopurina.

En algunas realizaciones, por lo menos una de las nucleobases presentes en el oligbmero es una nucleobase
modificada seleccionada de entre el grupo que consiste de 5-metilcitosina, isocitosina, pseudoisocitosina, 5-
bromouracilo, 5-propiniluracilo, 6-aminopurina, 2-aminopurina, inosina, diaminopurina y 2-cloro-6-aminopurina.

ANB

El término "ANB" se refiere a un analogo de nucledtido biciclico, conocido como "acido nucleico bloqueado”. Puede
referirse a un monémero de ANB o, utilizado en el contexto de un "oligonucleétido de ANB", ANB se refiere a un
oligonucleétido que contiene uno o mas de dichos analogos de nucleétido biciclicos. Los nucleétidos de ANB se
caracterizan por la presencia de un puente birradical entre C2' y C4' del anillo sacéarido de ribosa, por ejemplo tal
como se muestra como birradical R*-R?’, tal como se indica posteriormente.

El ANB utilizado en los compuestos oligonucleétidos de la invencién preferentemente presenta la estructura de
férmula general I:

2*
P* R Férmula 1

en la que para todos los centros quirales, pueden encontrarse grupos asimétricos en orientaciéon R 0 S, en la que X
se selecciona de entre -O-, -S-, -N(RV)-, -C(R°R®)-, tal como, en algunas realizaciones, -O-, B se selecciona de
entre hidrégeno, alcoxi Ci.4 sustituido opcionalmente, alquilo C;.4 sustituido opcionalmente, aciloxi Ci.4 sustituido
opcionalmente, nucleobases, incluyendo nucleobases naturales y analogos de nucleobase, intercalantes de ADN,
grupos fotoquimicamente activos, grupos termoquimicamente activos, grupos quelantes, grupos informadores y
ligandos,

P se refiere a un enlace internucleotidico con un monémero contiguo, o un grupo 5-terminal, tal como un enlace
internucleotidico o grupo 5'-terminal, incluyendo opcionalmente el sustituyente R® 0 de manera igualmente aplicable,
el sustituyente R®

P* se reflere aun enlace internucleotidico con un monémero contiguo, o un grupo 3'-terminal,

R* y R conjuntamente se refieren a un birradical que consiste de 1 a 4 grupos/atomos seleccionados de entre -
C(R°R )- -C(R )= C(R )- -C(R*)=N-, -O-, -Si(R%2-, -S-, -S0,-, -N(R%)- y >C=Z, en el que Z se selecciona de entre -O-,
-S-y -N(R%-, y Ry R" se seleccionan |ndepend|entemente, cada uno de entre hidrogeno, alquilo Ci.12 sustituido
opcionalmente, alquenilo Cz.12 sustituido opcionalmente, alquinilo C,.12 sustituido opcionalmente, hidroxi, alcoxi Ci-12
sustituido opcionalmente, alcoxialquilo Cz-2, alqueniloxi Cz.12, carboxi, alcoxi Ci.1o-carbonil-alquilcarbonilo, formilo,
arilo, ariloxi-carbonilo, ariloxi, arilcarbonil, heteroaril, heteroariloxi-carbonilo, heteroariloxi, heteroarilcarbonilo, amino,
mono- y di-alquilo Cie-amino, carbamoilo, mono- y di-alquilo Cji.s-amino-carbonilo, amino-alquilo Ci.e-
aminocarbonilo, mono- y di-alquilo Cj.s-amino-alquil Ci.s-aminocarbonilo, alquil Cie-carbonilamino, carbamido,
alcanoiloxi Ci.6, sulfono, alquil Ci-6-sulfoniloxi, nitro, azido, sulfanilo, alquiltio C1.6, halégeno, intercalantes de ADN,
grupos fotoquimicamente activos, grupos termoquimicamente activos, grupos quelantes, grupos informadores y
ligandos, en los que arilo y heteroarilo pueden sustituirse opcionalmente y en los que los dos sustituyentes
germinales R* y R’ conjuntamente pueden designar metileno (=CH) sustituido opcionalmente, en el que para todos
los centros quirales, pueden encontrarse grupos a3|metr|cos en onentamon RoS,y,

cada uno de los sustituyentes RY, R’ R} R®°, R%, R® y R®, que se encuentran presentes se selecciona
independientemente de entre h|drogeno, alquno C1.12, alquenilo C».1> sustituido opcionalmente, alquinilo Cy.12
sustituido opcionalmente, hidroxi, alcoxi Ci.12, alcoxialquilalquilo Cz.2, alqueniloxi Cz.12, carboxi, alcoxi Cs.12-carbonilo,
alquil Cji.1p-carbonilo, formilo, arilo, ariloxi-carbonilo, ariloxi, arilcarbonilo, heteroarilo, heteroariloxi-carbonilo,
heteroariloxi, heteroarilcarbonilo, amino, mono- y di-alquilo C;.6-amino, carbamoilo, mono- y di-alquilo Ci.s-amino-
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carbonilo, amino-alquilo Cjs-aminocarbonilo, mono- y di-alquilo Cj.s-amino-alquil Cis-aminocarbonilo, alquil Cj.6-
carbonilamino, carbamido, alcanoiloxi Ci, sulfono, alquil Ci.s-sulfoniloxi, nitro, azido, sulfanilo, alquiltio Ci.,
halégeno, intercalantes de ADN, grupos fotoquimicamente activos, grupos termoquimicamente activos, grupos
quelantes, grupos informadores y ligandos, en los que arilo y heteroarilo pueden sustituirse opcionalmente y en los
que los dos sustituyentes germinales conjuntamente pueden designar oxo, tioxo, imino o metileno sustituido
opcionalmente, en el que RN se selecciona de entre hidrégeno y alquilo Ci.4, y en el que dos sustituyentes (no
germinales) contiguos pueden referirse a un enlace adicional que resulta en un doble enlace, y RN*, en caso de
hallarse presente y no participar en un birradical, se selecciona de entre hidrogeno y alquilo Ci.4, y sales basicas y
sales de adicion de acido de los mismos. Para todos los centros quirales, pueden encontrarse grupos asimétricos en
orientacion R o S.

En algunas realizaciones, R* y R? conjuntamente se refleren aun b|rrad|cal que conS|ste de un grupo selecmonado
de entre el grupo que consiste de C(R R ) C(R°R ) C(R°R ) -0-, C(R°R ) NR%, C(R°R ) -S-y C(R°R ) C(R°R ) -O-,
en el que cada uno de R*y R’ puede opcionalmente seIecuonarse de manera independiente. En algunas
realizaciones, R%y R® pueden opcionalmente seleccionarse de manera independiente de entre el grupo que consiste
de hidrégeno y alquilo Ci.6, tal como metilo, tal como hidrégeno.

En algunas realizaciones, R*, R?, R%, R® y R®" se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de
hidrégeno, halégeno, alquilo Ci.6, alquilo Ci6 sustituido, alquenilo C,., alquenilo C, sustituido, alquinilo Cz6 0
alquinilo Cy.6 sustituido, alcoxilo Ci.s, alcoxilo Ci.¢ sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquilo C1.6 0 aminoalquilo
C1.6 sustituido. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos pueden encontrarse en orientacion R o S.

En algunas realizaciones, R, R?, R®, R®> y R son hidrégeno.

En algunas realizaciones, RY, R? y R® se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de
hidrégeno, haldégeno, alquilo Ci6, alquilo Ci.6 sustituido, alquenilo Cas, alquenilo Ca¢ sustituido, alquinilo Cz6 0
alquinilo C,.g sustituido, alcoxilo Ci.¢, alcoxilo Ci.6 sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquilo C1.6 0 aminoalquilo
C1.6 sustituido. Para todos Ios centros quirales pueden encontrarse grupos asimétricos en orientacion R o S. En
algunas realizaciones, RY, R? yR son hidrégeno.

En algunas realizaciones, R® y R se seleccionan, cada uno independientemente, de entre elsgrupo gue consiste de
H, -CHs, -CH-CHgs, -CH,-O- CH3 y -CH=CH. Convenientemente en algunas realizaciones, R” o R* son hidrégeno,
mientras que el otro grupo (R oR® , respectivamente) se selecciona de entre el grupo que consiste de alquilo Cj.s,
alquenilo Cz.6, alquinilo Cy.6, alquilo Cl.e sustituido, alquenilo Cz.6 sustituido, alquinilo C.¢ sustituido o acilo (-C(=0)-)
sustituido, en el que cada grupo sustituido estd mono- o poli-sustituido con grupos sustituyentes seleccionados
independientemente de entre halégeno, alquilo Ci.¢, alquilo Ci.¢ sustituido, alquenilo Cz., alquenilo Ca.s sustltwdo
alquinilo Cj., alquinilo Cj.¢ sustituido, OJi, SJi, NJiJ2, N3, COOJ;, CN, O-C(=0O)NJ1J2, N(H)C(=NH)NR, R® o
N(H)C(=X)N(H)J2, en el que X es O 0 S, y cada J; y J; es, independientemente, H, alquilo Ci., alquilo C1.¢ sustituido,
alquenilo Cy.6, alquenilo C,.s sustituido, alquinilo Cz6, alquinilo Cze sustltmdo aminoalquilo Ci1.6, aminoalquilo Ci.s
sustituido o un grqu protector. En algunas realizaciones, R> 0o R” es alquilo Ci sustituido. En algunas
realizaciones, R® 0 R es metileno sustituido, en el que entre los grupos sustituyentes preferentes se incluyen uno o
mas grupos seleccionados independientemente de entre F, NJ1J2, N3, CN, OJ1, SJ1, O-C(=0)NJ1J2, N(H)C(=NH)NJ,
J2 0 N(H)C(O)N(H)J2. En algunas realizaciones, cada J1 y Jz es, independientemente, H o] alguno Ci.6. En algunas
realizaciones, R> 0 R> es metllo etilo o metoximetilo. En algunas reallzacmnes R’ 0 R* es metilo. En una
realizacion ad|C|0naI R o R es etilenilo. En algunas realizaciones, R®> 0 R” es acilo sustituido. En algunas
realizaciones, R° o R* es C(=0O)NJ1J.. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos pueden encontrarse
en orientaciéon R o S. Dichos nucle6tidos biciclicos modificados en 5' se dan a conocer en el documento n® WO
2007/134181.

En algunas realizaciones, B es una nucleobase, incluyendo analogos de nucleobase y nucleobases naturales, tal
como una purina o pirimidina, o una purina sustituida o pirimidina sustituida, tal como una nucleobase a la que se
hace referencia en la presente memoria, tal como una nucleobase seleccionada de entre el grupo que consiste de
adenina, citosina, timina, adenina, uracilo y/o nucleobase modificada o sustituida, tal como 5-tiazolo-uracilo, 2-
tiouracilo, 5-propinil-uracilo, 2'-tio-timina, 5'-metilcitosina, 5-tiozolo-citosina, 5-propinil-citosina y 2,6-diaminopurina.

En algunas reahzamones R y R® conjuntamente se refleren aun b|rrad|cal selecuonado de entre C(R R ) O- -
C(RR)C(RR)O C(RR)C(RR)C% R)O C(RR)OC(RR) C(RR)OC(RR)O C(RR)C(RR)

, -C(R°R ) C(R°R ) C(R R)- - C(R Y=C(R")-C(R°R )- -C(R R[) N(R )-, -C(R R ) C(R°R ) N(R®)-, -C(R*R ) N(Rc)=0-,
y -C(R°R ) -S-, -C(R°R ) C(R°R ) -S-, en los que R?, R R, RY R® y R'se seleccionan independientemente de entre
hidrégeno, alquno Ci.12 sustituido opcnonalmente alquemlo C2.12 sustituido opcionalmente, alquinilo C,.12 sustituido
opcionalmente, hidroxi, alcoxi Ci-12, alcoxialquilo Cz.12, alqueniloxi C,.12, carboxi, alcoxicarbonilo Ci.12, alquilcarbonilo
Ci.12, formilo, arilo, ariloxi-carbonilo, ariloxi, arilcarbonilo, heteroarilo, heteroariloxi-carbonilo, heteroariloxi,
heteroarilcarbonilo, amino, mono- y di-alquil Cy.s-amino, carbamoilo, mono- y di-alquil Ci.s-amino-carbonilo, mono- y
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di-alquilo Ci.s-amino-alquil Ci-s-aminocarbonilo, alquil Cis-carbonilamino, carbamido, alcanoiloxi Ci.s, sulfono, alquil
Cie-sulfoniloxi, nitro, azido, sulfanilo, alquiltio Ci6, hal6geno, intercalantes de ADN, grupos fotoquimicamente
activos, grupos termoquimicamente activos, grupos quelantes, grupos informadores y Ilgandos en los que arilo y
heteroarilo pueden sustituirse opcionalmente y en los que los dos sustituyentes germinales R? y R® conjuntamente
pueden designar metileno (=CH,) sustituido opcionalmente. Para todos los centros quirales, pueden encontrarse
grupos asimétricos en orientacién R o S. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos pueden encontrarse
en orientacion R o S.

En una realizacién adicional, R“*y R” conjuntamente se refieren a un birradical (grupo bivalente) seleccionado de
entre -CH;-O-, -CH2-S-, -CH,-NH-, -CH2-N(CH3)-, -CH2-CH;-O-, -CH2-CH(CH3)-,-CH2-CH2-S-, -CH2-CH2-NH-, -CH,-
CH32-CHa-, -CH2-CH2-CH2-0-, -CHz-CH2-CH(CHs)-,-CH=CH-CH>-, -CH-O-CH2-O-, -CH2-NH-O-, -CH,-N(CHj3)-O-, -
CH-O-CH»-; -CH(CH3)-O-, and -CH(CH,-O-CHj3)-O- y/o -CH»-CH;- y -CH=CH-. Para todos los centros quirales,
pueden encontrarse grupos asimétricos en orientacion R o S.

En algunas realizaciones preferentes, R" y R” conjuntamente se refieren al birradical -O-CH(CH,OCH?3)- (acido
nucleico biciclico 2'-O-metoxietilo; Seth et al., J. Org. Chem., 2010), en configuracion Ro S.

En algunas realizaciones preferentes, RY y R” conjuntamente se refieren al acido nucleico biciclico birradical -O-
CH(CH2CHz3)-(2'0-¢tilo); Seth et al., J. Org. Chem., 2010), en configuracion R o S.

En algunas realizaciones preferentes, R" Ly R? conjuntamente se refieren al birradical O CH(CH3) en conflguraC|on
R o S. En algunas realizaciones, R" y R? conjuntamente se refieren al birradical C(RR ) N(R%)-O-, en el que R*y R’
se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de hidrégeno, halégeno, anU|Io Ci.6, alquilo Cy.6
sustituido, alquenilo Cz.s, alquenilo Ca¢ sustituido, alquinilo Cz6 0 alquinilo Cz.s sustituido, alcoxilo Ci.6, alcoxilo Ci.6
sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquilo C16 0 aminoalquilo C1.6 sustituido, tal como hidrégeno y en el que R°
se selecciona de entre el grupo que consiste de hidrégeno, halégeno, alquilo Ci6, alquilo Ci.6 sustituido, alquenilo
Ca6, alquenilo Cu. sustituido, alquinilo C».¢ 0 alquinilo C2.¢ sustituido, alcoxilo Ci.6, alcoxilo C1.¢ sustituido, acilo, acilo
sustituido, aminoalquilo C1.¢ 0 aminoalquilo C1.¢ sustituido, tal como hidrogeno.

En algunas realizaciones, R" y R? conjuntamente se refieren al birradical C(R°R ) -O-C(RR ) -O-, en el que R?, R®,
Ry RY se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de hidrégeno, halogeno alquilo Cl 6,
alquilo Ci. sustituido, alquenilo Ca6, alquenilo C,.¢ sustituido, alquinilo C2.6 0 alquinilo C.¢ sustituido, alcoxilo Ci.s,
alcoxilo Ci.6 sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquilo C1.¢ 0 aminoalquilo C1.¢ sustituido, tal como hidrégeno.

En algunas realizaciones, RY y R? forman el birradical -CH(2)-O-, en el que Z se selecciona de entre el grupo que
consiste de alquilo C1.6, alquenilo Cz6, alquinilo Cs.s, alquilo Ci6 sustituido, alquenilo Cj.¢ sustituido, alquinilo C;.s
sustituido, acilo, acilo sustituido, amida sustituida, tiol o tio sustituido, y en el cada uno de los grupos sustituidos se
mono- o poli-sustituye independientemente con grupos sustituyentes opcionalmente protegidos, seIecuonados
independientemente de entre halégeno, oxo, hidroxilo, OJ1, NJ1J2, SJi1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ G( X)NJ1J2
y CN, en el que cada Ji, J2 y J3 es, independientemente, H o alquilo Ci6, Yy X es O, S o NJi. En algunas
realizaciones, Z es alquilo Ci.s 0 alquilo Cie sustituido. En algunas realizaciones, Z es metilo. En algunas
realizaciones, Z es alquilo Ci.s sustituido. En algunas realizaciones, dicho grupo sustituyente es alcoxi Ci6. En
algunas realizaciones, Z es CH3OCH,-. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos pueden encontrarse
en orientacion R o] S chhos nucleotldos biciclicos se dan a conocer en la patente us n° 7.399.845. En algunas
reallzacmnes R RO RY R y R> son hidrégeno. En algunas realizaciones, RY, R? y R* son hidrégeno y uno de
entre R® y R® o ambos pueden ser diferentes de hidrégeno, tal como se ha indicado anteriormente y en el
documento n° WO 2007/134181.

En algunas realizaciones, R" y R” conjuntamente se refieren a un birradical que comprende un grupo amino
sustituido en el puente, tal como que consiste o comprende el birradical -CH,-N(R®)-, en el que R es alquiloxi C1.12.
En algunas realizaciones R* y R? conjuntamente se refieren a un birradical -Cqszgqs-NOR-, en el que gz y g4 se
seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de hidrégeno, halégeno, alquno Ci.6, alquilo Ci6
sustituido, alquenilo C,.s, alquenilo C,.¢ sustituido, alquinilo C,.¢ 0 alquinilo C,.¢ sustituido, alcoxilo Ci.s, alcoxilo Ci.s
sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquilo Ci1.¢ 0 aminoalquilo C1.¢ sustituido, en el que cada grupo sustituido se
mono- o poli-sustituye independientemente con grupos sustituyentes seleccionados independientemente de entre
halégeno, 0Ji, SJ1, NJ1J2, COOJ;, CN, O-C(=0)NJ1J2, N(H)C(=NH)N J1J2 0 N(H)C(=X=N(H)J2, en el que Xes O 0 S,
y cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo Ci., alquenilo C-¢, alquinilo Cz6, inoalquilo o un grupo
protector. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos pueden encontrarse en orientaciéon R o S chhos
nucleotldos biciclicos se dan a conocer en el documento n® WO 2008/150729. En algunas realizaciones, RY, R% R?,

R® y R> se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de hidrégeno, halégeno, alqullo Cl 6,
alquilo Ci.6 sustituido, alquenilo Cu.6, alquenilo C,.¢ sustituido, alquinilo C,.6 0 alquinilo Cs.¢ sustituido, alcoxilo Ci.,
alcoxilo Ci sustltwdo aC|I0 aC|Io sustituido, aminoalquilo Ci6 0 amlnoalquno Cle sustituido. En algunas
realizaciones, R*, R%, R®, R® yR son hidrégeno. En algunas realizaciones, RY, R? yR son hidrégeno y uno de R® y
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R> 0 ambos pueden ser diferentes de h|drogeno tal como se ha indicado anteriormente y en el documento n® WO
2007/134181 En algunas reahzamones R* y R? se refieren conjuntamente a un birradical (grupo bivalente)
C(R°R ) -O-, en el que R%y R® son, cada uno independientemente, haldgeno, alquilo C;-C12, alquilo C1-Cs2 sustituido,
alquenilo Cz C12, alquenilo C,-Cs» sustituido, alquinilo C»-Cs», alquinilo C»-C12 sustituido, alcoxi C1-Ci2, alcoxi C1-Ci2
sustituido, OJ1 SJ1, SOJ1. SO2J1, NJ1J2, N3, CN, C(= O)OJl, C(=0)NJ1J2, C(=0)J1, O-C(=0)NJ1J2, N(H)C(=NH)NJ1J2,
N(H)C(=O)NJ1J, 0 N(H)C(=S)NJiJ2, o R* y R’ conjuntamente son =C(q3)(g4), gs Y Q4 son, cada uno
independientemente, H, halégeno, alquilo C;-Ci2 0 alquilo C1-C12 sustituido, cada grupo sustituido se mono- o poli-
sustituye independientemente con grupo sustituyentes seleccionados independientemente de entre halégeno, alquilo
C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C»-Cg, alquenilo C»-Cs sustituido, alquinilo C»-Cs, alquinilo C»-Cg sustituido,
0Ji, SJ1, NJ1J,, N3, CN Yy C(=O)OJl. C(=O)NJlJz, C(=O)Jl, O-C(:O)NJlJz, N(H)C(=O)NJ1J20 N(H)C(=S)NJ1J2y cada
uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C;1-Cs sustituido, alquenilo C,-Csg, alquenilo C,-Cg
sustituido, alquinilo C»-Ce, alquinilo C,-Cs sustituido, aminoalquilo C;-Cg, aminoalquilo C1-Cs sustituido o un grupo
protector. Dichos compuestos se dan a conocer en el documento n°® WO 2009/006478A.

En algunas realizaciones, R* y R® forman el birradical -Q-, en el que Q es C(q1)(d2)C(ds)(d4), C(q1)=C(qs),
C[=C(d1)(92)]-C(as)(da) 0 C(d1)(q2)-C[=C(qs)(da)]; d1, 92, ds, gs SON, cada uno independientemente, H, halégeno,
alquilo Ci.12, alquilo Ci.12 sustituido, alquenilo, alcoxi Ci.12 sustituido, OJi, SJi, SOJi1, SO2J1, NJiJz, N3, CN,
C(=0)0J1, C(=0)-NJ1J2, C(=0)J1, -C(=0)NJI1J2, N(H)C(=NH)NJI1J2, N(H)C(=O)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1Jz; cada J, y J»
es, independientemente, H, alquilo Ci., alquenilo Cz., alquinilo C,.s, aminoalquilo Ci.s 0 un grupo protector, y
opcionalmente en el que, en el caso de que Q sea C(d:)(d2)(ds)(d4) y uno de gs o q4 sea CH3, por lo menos uno del
otro de g3 0 g4 0 uno de g y gz es diferente de H. En algunas realizaciones, RY, R% R} R® y R son hidrégeno. Para
todos los centros quirales, los grupos asimétricos pueden encontrarse en orientacion R o S chhos nucleotldos
biciclicos se dan a conocer en el documento n°® WO 2008/154401. En algunas realizaciones, RY, R R’ R® y R> se
seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de hidrégeno, halégeno, alquno Cl 6, alquilo Ci.6
sustituido, alquenilo C,., alquenilo C,. sustituido, alquinilo C,.¢ 0 alquinilo C.¢ sustituido, alcoxilo Ci.s, alcoxuo Cle
sustltwdo acnlo acilo sustituido, aminoalquilo C1.6 0 ammoalquno Ci6 sustituido. En algunas reallzauones RY, R?,
R® R® y R> son hidrégeno. En algunas realizaciones, RY, R? y R® son hidrégeno y uno de R® y R* 0 ambos puede
ser diferente de hidrégeno, tal como se ha indicado anterlormente y en el documentos n® WO 2007/134181 o n° WO
2009/067647 (analogos de acidos nucleicos alfa-L-biciclicos).

En algunas realizaciones, el ANB utilizado en los compuestos oligonucleétidos de la invencion preferentemente
presenta la estructura de férmula general II:

*Z

B Formula 1l

en la que Y se selecciona de entre el grupo que consiste de -O-, -CHZO- -S-, -NH-, N(R®) y/o -CH,-; Z y Z* se
seleccionan independientemente de entre un enlace internucleotidico, R" un grupo termlnal 0 un grupo protector, B
constituye una fracuon base nucledtida natural o no natural (nucleobase) y R" se selecciona de entre hidrégeno y
alquilo C1.4; R?, R® R, R y R® se seleccionan, de manera opcionalmente independiente, de entre el grupo que
consiste de hldrogeno alquilo C;.12 sustituido opcionalmente, alquenilo Cy.12 sustituido opcionalmente, alquinilo Cs.12
sustituido opcionalmente, hidroxi, alcoxi Ci.12, alcoxialquilo Cz.12, alqueniloxi C,.12, carboxi, alcoxi Cji.ip-carbonil-
alquilcarbonilo, formilo, arilo, ariloxi-carbonilo, ariloxi, arilcarbonilo, heteroarilo, heteroariloxi-carbonilo, heteroariloxi,
heteroarilcarbonilo, amino, mono- y di(alquil C1.6)amino, carbamoilo, mono- y di(alquil Cs.¢)-amino-carbonilo, amino-
alquil Cjie-aminocarbonilo, mono- y di(alquil Ci.s)amino-alquil Ci.s-aminocarbonilo, alquil Ci.e-carbonilamino,
carbamido, alcanoiloxi Ci.s, sulfono, alquil Ci-e-sulfoniloxi, nitro, azido, sulfanilo, alquiltio, halégeno, intercalantes de
ADN, grupos fotoquimicamente activos, grupos termoquimicamente activos, grupos quelantes, grupos informadores
y Ilgandos en los que arilo y heteroarilo pueden sustituirse opcionalmente y en el que dos susntuyentes germinales
Ry R® conjuntamente pueden referirse a metileno (= CHz) sustltwdo opcmnalmente y R" se selecciona de entre
hidrégeno y alquilo Ci.4. En algunas realizaciones, R?, R®, RS, RY y R® se seleccionan opcionalmente de manera
independiente de entre el grupo que consiste de hldrogeno y alquno Ci.s, tal como metilo. Para todos los centros
quirales, pueden encontrarse grupos asimétricos en orientacion R o S, por ejemplos dos isdmeros estereoquimicos
ejemplares incluyen las isoformas beta-D y alfa-L, que pueden ilustrarse de la manera siguiente:
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Y~

A continuacién se muestran unidades de ANB ejemplares especificas:

O ZO*-.
2 O z
a-L-oxi-ANB
B-D-oxi-ANB
* Z*
z B B
o 0
\ O
z S J
B-D-tio-ANB B-D-ENA
Z*
B
o)
Z\NRe

B-D-amino-ANB

El término "tio-ANB" comprende un nucleétido bloqueado en el que Y en la férmula general indicad anteriormente se
selecciona de entre S o -CH;-S-. El tio-ANB puede encontrarse en configuracién tanto beta-D como alfa-L.

El término "amino-ANB" comprende un nucleétido bloqueado en el que Y en la férmula general anteriormente
indicada se selecciona de entre -N(H)-, N(R)-, CH2-N(H)- y -CH2-N(R)-, en el que R se selecciona de entre hidrégeno
y alquilo C1.4. El amino-ANB puede encontrarse en configuracion tanto beta-D como alfa-L.

El término "oxi-ANB" comprende un nucleétido bloqueado en el que Y en la férmula general indicada anteriormente
representa -O-. El oxi-ANB puede encontrarse en configuracion tanto beta-D como alfa-L.

El término "ENA" comprende un nucleétido bloqueado en el que Y en la férmula general anteriormente indicada es -
CH,-O- (en el que el atomo de oxigeno de -CH»-O- se encuentra unido a la posicion 2' respecto a la base B). R es
hidrégeno o metilo.

En algunas realizaciones ejemplares, ANB se selecciona de entre beta-D-oxi-ANB, alfa-L-oxi-ANB, beta-D-amino-
ANB y beta-D-tio-ANB, en particular beta-D-oxi-ANB.

Reclutamiento de ARNasa

Se reconoce que un compuesto oligomérico puede funcionar mediante la degradacion no mediada por ARNasa del
ARNm diana, tal como mediante impedimento estérico de la traduccion u otros métodos; sin embargo, los
oligbmeros preferentes de la invencién son capaces de reclutar una endorribonucleasa (ARNasa), tal como la
ARNasa H.
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Resulta preferible que el oligbmero, o secuencia contigua de nucleétidos, comprenda una regién de por o menos 6,
tal como por lo menos 7, unidades nucleétidas consecutivas, tal como por lo menos 8 o por lo menos 9 unidades
(residuos) nucledtidas consecutivas, incluyendo 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucleétidos consecutivos, que, al
formar un daplex con el ARN diana complementario, es capaz de reclutar ARNasa. La secuencia contigua que es
capaz de reclutar ARNasa puede ser la region B tal como se denomina en el contexto de un gapmero tal como se
indica en la presente memoria. En algunas realizaciones, el tamafio de la secuencia contigua que es capaz de
reclutar ARNasa, tal como regién B, puede ser mas elevado, tal como 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 unidades
nucleétidas.

La patente EP n° 1 222 309 proporciona métodos in vitro para determinar la actividad de ARNasa H, que puede
utilizarse para determinar la capacidad de reclutar ARNasa H. Se considera que un oligdmero es capaz de reclutar
ARNasa H en el caso de que, al proporcionarle el ARN diana complementario, presente una tasa inicial, medida en
pmoles/I/min, de por lo menos 1%, tal como de por lo menos 5%, tal como de por lo menos 10% o inferior a 20% del
oligonucledtido equivalente de sélo ADN, sin sustituciones en 2', con grupos de enlace fosforotioato entre todos los
nucleétidos en el oligonucledtido, utilizando la metodologia proporcionada en los Ejemplos 91 a 95 de la patente EP
n° 1222 309.

En algunas realizaciones, se considera que un oligdmero es esencialmente incapaz de reclutar ARNasa H en el
caso de que, al proporcionarle el ARN diana complementario y ARNasa H, la tasa inicial de la ARNasa H, medida en
pmoles/I/min, es inferior a 1%, tal como inferior a 5%, tal como inferior a 10% o inferior a 20% de la tasa inicial
determinada utilizando el oligonucleétido equivalente de sélo ADN, sin sustituciones en 2', con grupos de enlace
fosforotioato entre todos los nucledtidos en el oligonucleétido, utilizando la metodologia proporcionada en los
Ejemplos 91 a 95 de la patente EP n°® 1 222 309.

En otras realizaciones, se considera que un oligdbmero es capaz de reclutar ARNasa H en el caso de que, al
proporcionarle el ARN diana complementario y ARNasa H, la tasa inicial de la ARNasa H, medida en pmoles/I/min,
sea de por lo menos 20%, tal como de por lo menos 40 %, tal como de por lo menos 60%, tal como de por lo menos
80% de la tasa inicial determinada utilizando el oligonucleétido equivalente de sélo ADN, sin sustituciones en 2', con
grupos de enlace fosforotioato entre todos los nucleétidos en el oligonucledtido, utilizando la metodologia
proporcionada en los Ejemplos 91 a 95 de la patente EP n® 1 222 309.

Tipicamente la regién del oligdmero que forma las unidades de nucleétidos consecutivos que, al encontrarse
formando un duplex con el ARN diana complementario es capaz de reclutar ARNasa, consiste de unidades
nucleétidas que forman un diplex de tipo ADN/ARN con el ARN diana, e incluye tanto unidades de ADN como
unidades de ANB que se encuentran en la configuracién alfa-L, siendo particularmente preferente alfa-L-oxi-ANB.

El oligdbmero de la invencion puede comprender una secuencia de nucledtidos que comprende tanto nucleétidos
como analogos de nucledtido, y puede encontrarse en forma de un gapmero, un oligébmero de cabeza ("headmer") o
un oligbmero mixto ("mixmer").

Un oligbmero de cabeza se define por un tramo contiguo de analogos de nucleétido no reclutadores de ARNasa en
el extremo 5' seguido de un tramo contiguo de ADN o unidades nucleétidas modificadas reconocibles y cortables por
la ARNasa hacia el extremo 3' (tal como por lo menos 7 de dichos nucleétidos) y un oligémero de cola definido por
un tramo contiguo de ADN o nucle6tidos modificados reconocibles y cortables por la ARNasa en el extremo 5' (tal
como por lo menos 7 de dichos nucleétidos), seguido de un tramo contiguo de analogos de nucledtido no
reclutadores de ARNasa hacia el extremo 3'. Otras quimeras segin la invencion denominadas oligdmeros mixtos
gue consisten de una composicion alternada de ADN o nucleétidos modificados reconocibles y cortables por la
ARNasa y analogos de nucleétido no reclutadores de ARNasa. Algunos analogos de nucleétido también puede ser
capaces de mediar en la union y corte de la ARNasa H. Debido a que la a-L-ANB recluta actividad de ARNasa H en
cierta medida, podrian resultar necesarios huecos mas pequefios de ADN o nucleétidos modificados reconocibles y
cortables por la ARNasa para el constructo de gapmero, y puede introducirse mas flexibilidad en la construccién del
oligbmero mixto.

Disefio de gapmero

Preferentemente el oligémero de la invencion es un gapmero. Un oligdbmero de gapmero es un oligdmero que
comprende un tramo contiguo de nucle6tidos que es capaz de reclutar una ARNasa, tal como ARNasa H, tal como
una region de por lo menos 6 o 7 nucleétidos de ADN, denominada en la presente memoria region B, en la que la
regién B se encuentra flanqueada tanto en 5' como en 3' por regiones de analogos de nucleotido potenciadores de la
afinidad, tal como entre 1 y 6 analogos de nucledtido en posicion 5' y 3' respecto al tramo contiguo de nucleétidos
que es capaz de reclutar ARNasa. Estas regiones se denominan regiones A y C, respectivamente.
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En algunas realizaciones, los nucleétidos que son capaces de reclutar ARNasa se seleccionan de entre el grupo que
consiste de nucleétidos de ADN, nucleétidos de alfa-L-ANB y ADN alquilado en C4' (ver el documento n® WO
2009/090182) y los nucléotidos de los acidos nucleicos desblogueados (AND) (ver Fluiter et al., Mol. Biosyst.
10:1039, 2009). En algunas realizaciones, la region B consiste de una longitud contigua de por lo menos 6 o 7
nucleétidos de ADN, o nucleétidos seleccionados de entre el grupo que consiste de ADN y alfa-L-ANB.

Preferentemente el gapmero comprende una secuencia (poli)nucledtida de férmula (5' a 3'), A-B-C, u opcionalmente
A-B-C-D o D-A-B-C, en la que: la region A (region 5') consiste o0 comprende por lo menos un analogo de nucleétido,
tal como por lo menos una unidad de ANB, tal como entre 1y 6 analogos de nucledtido, tal como unidades de ANB,
y la regién B consiste 0 comprende por o menos cinco nucledtidos consecutivos que son capaces de reclutar
ARNasa (formada en un ddplex con una molécula de ARN complementaria, tal como el ARNm diana), tal como
nucleétidos de ADN, y la region C (region 3') consiste o comprende por lo menos un analogo de nucledtido, tal como
por lo menos una unidad de ANB, tal como entre 1 y 6 analogos de nucleétido, tal como unidades de ANB, y la
region D, en caso de encontrarse presente, consiste o comprende 1, 2 o 3 unidades nucleédtidas, tal como
nucleétidos de ADN.

En algunas realizaciones, la regién A consiste 1, 2, 3, 4, 5 0 6 analogos de nucleétido, tal como unidades de ANB, tal
como entre 2 y 5 analogos de nucléotido, tal como 2 a 5 unidades de ANB, tal como 3 0 4 analogos de nucleétido, tal
como 3 0 4 unidades de ANB, y/o la regién C consiste de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 analogos de nucleétido, tal como unidades
de ANB, tal como entre 2 y 5 analogos de nucledtido, tal como 2 a 5 unidades de ANB, tal como 3 o 4 analogos de
nucleétido, tal como 3 0 4 unidades de ANB.

En algunas realizaciones, B consiste o comprende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 nucleétidos consecutivos que son
capaces de reclutar ARNasa, o entre 6 y 10, o entre 7 y 9, tal como 8 nucledtidos consecutivos que son capaces de
reclutar ARNasa. En algunas realizaciones, la regién B consiste o0 comprende por lo menos una unidad nucleétida de
ADN, tal como 1 a 12 unidades de ADN, preferentemente entre 4 y 12 unidades de ADN, mas preferentemente entre
6 y 10 unidades de ADN, tal como entre 7 y 10 unidades de ADN, todavia mas preferentemente 8, 9 o 10 unidades
de ADN.

En algunas realizaciones, la region A consiste de 3 0 4 analogos de nucleétido, tal como ANB; la region B consiste
de 7, 8, 9 0 10 unidades de ADN, y la region C consiste de 3 0 4 analogos de nucledtido, tal como ANB. Entre dichos
disefios se incluyen (A-B-C) 3-10-3, 3-10-4, 4-10-3, 3-9-3, 3-9-4, 4-9-3, 3-8-3, 3-8-4, 4-8-3, 3-7-3, 3-7-4, 4-7-3, y
puede incluir ademas la region D, que puede presentar una o 2 unidades nucledtidas, tal como unidades de ADN.

Se dan a conocer disefios de gapmero adicionales en el documento n® WO 2004/046160.

El documento n® WO 2008/113830 se refiere a oligomeros gapmero 'shortmero’ (oligdbmeros cortos) que, en algunas
realizaciones, puede ser el oligdmero gapmero segun la presente invencion.

En algunas realizaciones el oligémero consiste de una secuencia contigua de nucleétidos de un total de 10, 11, 12,
13 o 14 unidades nucleétidas, en la que la secuencia contigua de nucleétidos es de férmula (5-3") A-B-C, u
opcionalmente A-B-C-D o D-A-B-C, en la que A consiste de 1, 2 o 3 unidades de analogo de nucleétido, tal como
unidades de ANB; B consiste de 7, 8 0 9 unidades de nucledtido contiguo que son capaces de reclutar la ARNasa al
formar un ddplex con una molécula de ARN complementario (tal como un ARNm diana), y C consiste de 1, 2 0 3
unidades de analogo de nucledtido, tal como unidades de ANB. En caso de hallarse presente, D consiste de una
Unica unidad de ADN.

En algunas realizaciones A consiste de 1 unidad de ANB. En algunas realizaciones A consiste de 2 unidades de
ANB. En algunas realizaciones A consiste de 3 unidades de ANB. En algunas realizaciones C consiste de 1 unidad
de ANB. En algunas realizaciones C consiste de 2 unidades de ANB. En algunas realizaciones C consiste de 3
unidades de ANB. En algunas realizaciones B consiste de 7 unidades nucleétidas. En algunas realizaciones B
consiste de 8 unidades nucledtidas. En algunas realizaciones B consiste de 9 unidades nucleétidas. En algunas
realizaciones B comprende entre 1 y 9 unidades de ADN, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 unidades de ADN. En algunas
realizaciones B consiste de unidades de ADN. En algunas realizaciones B comprende por lo menos una unidad de
ANB que se encuentra en la configuracioén alfa-L, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 unidades de ANB en la configuracion
alfa-L. En algunas realizaciones B comprende por lo menos una unidad de alfa-L-oxi-ANB o en la que todas las
unidades de ANB en la configuracién alfa-L son unidades de alfa-L-oxi-ANB. En algunas realizaciones el nimero de
nucleétidos presente en A-B-C se selecciona de entre el grupo que consiste de (unidades de analogo de nucledtido-
regién B-unidades de analogo de nucleétido): 1-8-1, 1-8-2, 2-8-1, 2-8-2, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-2, 4-8-1, 4-8-2, 1-8-4, 2-8-
4,0 1-9-1, 1-9-2, 2-9-1, 2-9-2, 2-9-3, 3-9-2, 1-9-3, 3-9-1, 4-9-1,1-9-4 0 1-10-1, 1-10-2, 2-10-1, 2-10-2, 1-10-3, 3-10-1.
En algunas realizaciones el nimero de nucleétidos en A-B-C se selecciona de entre el grupo que consiste de: 2-7-1,
1-7-2, 2-7-2, 3-7-3, 2-7-3, 3-7-2, 3-7-4 y 4-7-3. En algunas realizaciones tanto A como C consisten de dos unidades
ANB cada uno, y B consiste de 8 o0 9 unidades nucledtidas, preferentemente unidades de ADN.
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Enlaces internucleétidas

Las expresiones "grupo de enlace" o "enlace internucleotidico" pretenden referirse a un grupo capaz de acoplar
covalentemente entre si dos nucleotidos, dos analogos de nucledtido, y un nucleétido y un analogo de nucleétido,
etc. Entre los ejemplos especificos y preferentes se incluyen grupos fosfato y grupos fosforotioato.

Los nucledtidos del oligbmero de la invenciéon o secuencia contigua de nucledtidos del mismo se acoplan entre si
mediante grupos de enlace. Convenientemente cada nucleétido se une al nucleétido 3' contiguo mediante un grupo
de enlace.

Entre los enlaces internucleotidicos adecuados se incluyen los listados en el documento n® WO 2007/301091, por
ejemplo los enlaces internucleotidicos listados en el primer parrafo de la pagina 34 del documento n°® WO
2007/031091.

En algunas realizaciones resulta preferente modificar el enlace internucleotidico de su forma fosfodiéster normal a
una que sea mas resistente al ataque de las nucleasas, tal como el fosforotioato o el boranofosfato, siendo estos dos
cortables por ARNasa H, y permitiendo también la ruta de inhibicion con antisentido para la reduccién de la
expresion del gen diana.

Pueden resultar preferentes enlaces internucleotidicos que contienen azufre (S) adecuados tal como se
proporcionan en la presente memoria. Los enlaces internucleotidicos fosforotioato también resultan preferentes,
particularmente para la region de hueco (B) de los gapmeros. Los enlaces fosforotioato también pueden utilizarse
para las regiones flanqueantes (A y C, y para unir Ao C a D, y dentro de la regién D, segln resulte apropiado).

Las regiones A, B y C puede comprender, sin embargo, enlaces internucleotidicos diferentes de fosforotioato, tal
como enlaces fosfodiéster, particularmente, por ejemplo, en el caso de que la utilizacion de analogos de nucleétido
proteja los enlaces internucleotidicos dentro de las regiones A y C frente a la degradacion por endonucleasas, tal
como en el caso de que las regiones Ay C comprendan nucleétidos de ANB.

Los enlaces internucleotidicos en el oligdmero pueden ser fosfodiéster, fosforotioato o boronafosfato, de manera que
permitan el corte con ARNasa H del ARN diana. Resulta preferente el fosforotioato, para una resistencia mejorada a
las nucleasas y por otros motivos, tales como la facilidad de preparacion.

En un aspecto del oligémero de la invencidn, los nucleétidos y/o analogos de nucleétido se unen entre si mediante
grupos fosforotioato.

Se reconoce que la inclusion de enlaces fosfodiéster, tal como uno o dos enlaces, en un oligdmero de otra manera
fosforotioato, particularmente entre unidades de analogo de nucleétido o contiguamente a las mismas (tipicamente
en la region A y/o C) puede modificar la biodisponibilidad y/o biodistribucion de un oligémero; ver el documento n°
WO 2008/053314.

En algunas realizaciones, tal como las realizaciones indicadas anteriormente, en donde resulte adecuado y no se
indique especificamente, todos los grupos de enlace restantes son fosfodiéster o fosforotioato, o una mezcla de los
mismos.

En algunas realizaciones todos los grupos de enlace internucleotidico son fosforotioato. En referencia a secuencias
especificas de oligonucledtido gapmero, tal como las proporcionadas en la presente memoria, se entendera que, en
diversas realizaciones, en el caso de que los enlaces sean enlaces fosforotioato, pueden utilizarse enlaces
alternativos, tales como los dados a conocer en la presente memoria, por ejemplo enlaces fosfato (fosfodiéster),
particularmente para enlaces entre analogos de nucleétidos, tal como unidades de ANB. De manera similar, en
referencia a secuencias especificas de oligonucleétido gapmero, tales como las proporcionadas en la presente
memoria, en el caso de que los residuos de C se anoten como citosina modificada con 5'-metilo, en diversas
realizaciones, una o mas de las C presentes en el oligémero pueden ser residuos de C no modificados.

Compuestos oligoméricos

Los oligémeros indicados en la solicitud se identifican como SEC ID n° 26-50. Un oligébmero preferente de la
invencion es la SEC ID n° 29.

Conjugados

En el contexto, el término "conjugado” pretende indicar una molécula heterogénea formada mediante union
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covalente ("conjugacién") del oligdmero tal como se indica en la presente memoria a uno o mas fracciones no
nucleétidas o no polinucleétidas. Entre los ejemplos de fracciones no nucleétidas o no polinucleétidas se incluyen
agentes macromoleculares tales como proteinas, cadenas de acido graso, residuos sacaridos, glucoproteinas,
polimeros o combinaciones de los mismos. Tipicamente las proteinas pueden ser anticuerpos para una proteina
diana. Los polimeros tipicos pueden ser polietilenglicol.

Por lo tanto, en diversas realizaciones, el oligdbmero de la invencion puede comprender tanto una region
polinucleétida que tipicamente consiste de una secuencia contigua de nucleétidos y una regién adicional no
nucleétida. En referencia al oligdmero de la invencién que consiste de una secuencia contigua de nucleétidos, el
compuesto puede comprender componentes no nucleétidos, tal como un componente conjugado.

En diversas realizaciones de la invencion, el compuesto oligomérico se une a ligandos/conjugados, que pueden
utilizarse, por ejemplo, para incrementar la incorporacién celular de compuestos oligoméricos. El documento n® WO
2007/031091 proporciona ligandos y conjugados adecuados.

La invencion proporciona ademas un conjugado que comprende el compuesto segun la invencién tal como se indica
en la presente memoria y por lo menos una fraccion no nucleétida o no polinucleétida unida covalentemente a dicho
compuesto. Por lo tanto, en diversas realizaciones en las que el compuesto de la invencion consiste de una
secuencia especificada de acidos nucleicos o nucleétidos, tal como se da a conocer en la presente memoria, el
compuesto puede comprender ademas por lo menos una fracciéon no nucleétida o no polinucleétida (por ejemplo que
no comprende uno o mas nucledtidos o analogos de nucleétido) unidos covalentemente a dicho compuesto.

La conjugacion (con una fraccion conjugada) puede potenciar la actividad, distribucion celular o incorporacion celular
del oligémero de la invencion. Entre dichas fracciones se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, anticuerpos,
polipéptidos, fracciones lipidicas tales como una fraccion colesterol, acido célico, un tioéter, por ejemplo hexil-S-
tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo residuos dodecanodiol o undecilo, un fosfolipido, por
ejemplo di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-o-hexadecil-rac-glicero-3-h-fosfonato trietilaménico, una poliamina o una
cadena de polietilenglicol, un acido acético adamantano, una fraccién palmitilo, una octadecilamina o una fraccién
hexilamino-carbonil-oxicolesterol.

Los oligdmeros de la invencion pueden conjugarse ademas con sustancias farmacologicas activas, por ejemplo
aspirina, ibuprofeno, un farmaco sulfa, un antidiabético, un antibacteriano o un antibiético.

En determinadas realizaciones, la fraccion conjugada es un esterol, tal como colesterol.

En diversas realizaciones, la fraccién conjugada comprende o consiste de un polimero cargado positivamente, tal
como un péptido cargado positivamente de, por ejemplo, entre 1 y 50, tal como entre 2 y 20, tal como entre 3y 10
residuos aminoacidos de longitud, y/o éxido de polialquileno, tal como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol; ver
el documento n® WO 2008/034123. Convenientemente, el polimero cargado positivamente, tal como un 6xido de
polialquileno puede unirse al oligdmero de la invencibn mediante un conector, tal como un conector liberable
indicado en el documento n°® WO 2008/034123.

A titulo de ejemplo, pueden utilizarse las fracciones conjugadas siguientes en los conjugados de la invencion:
[ Me fe % , i ,
mpga«o\)ko_QAokaWo-zf. 5-OLIGOMERO-3
Ms

5-OLIGOMERO-3’

o
P N NP i NP omu—-wo«
HN l

Oligbmeros activados

La expresion "oligdbmero activado”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un oligémero de la
invencion que se encuentra unido covalentemente (es decir, funcionalizado) con por lo menos una fraccion funcional
gue permite el enlace covalente del oligbmero con una o mas fracciones conjugadas, es decir, fracciones que no son
ellas mismas acidos nucleicos o monomeros, formando los conjugados indicados en la presente memoria.
Tipicamente una fraccion funcional comprendera un grupo quimico que es capaz de unirse covalentemente al
oligbmero mediante, por ejemplo, un grupo 3"-hidroxilo o el grupo NH- exociclico de la base adenina, un espaciador
que preferentemente es hidrofilico, y un grupo terminal que es capaz de unién a una fraccién conjugada (por ejemplo
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un grupo amino, sulfhidrilo o hidroxilo). En algunas realizaciones, dicho grupo terminal no se encuentra protegido,
por ejemplo es un grupo NHa. En otras realizaciones, el grupo terminal se encuentra protegido, por ejemplo mediante
cualquier grupo protector adecuado, tal como los indicados en "Protective Groups in Organic Synthesis", de
Theodora W Greene y Peter G M Wuts, 3a edicién (John Wiley & Sons, 1999). Entre los ejemplos de grupos
protectores de hidroxilo adecuados se incluyen ésteres tales como el éster de acetato, grupos aralquilo tales como
bencilo, difenilmetilo o trifenilmetilo, y tetrahidropiranilo. Entre los ejemplos de grupos protectores de amino
adecuados se incluyen bencilo, alfa-metil-bencilo, difenilmetilo, trifenilmetilo, benciloxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo
y grupos acilo tales como tricloroacetilo o trifluoroacetilo. En algunas realizaciones, la fraccion funcional es
autocortable. En otras realizaciones, la fraccidon funcional es biodegradable. Ver, por ejemplo, la patente US n°
7.087.229.

En algunas realizaciones, los oligdmeros de la invencién se funcionalizan en el extremo 5' con el fin de permitir la
unién covalente de la fraccion conjugada con el extremo 5' del oligdmero. En otras realizaciones, los oligomeros de
la invencion pueden funcionalizarse en el extremo 3'. En todavia otras realizaciones, los oligémeros de la invencion
pueden funcionalizarse a lo largo del esqueleto o en la fraccion de base heterociclica. En todavia otras realizaciones,
los oligdmeros de la invencién pueden funcionalizarse en mas de una posicién seleccionada independientemente de
entre el extremo 5', el extremo 3', el esqueleto y la base.

En algunas realizaciones, se sintetizan oligémeros activados de la invenciéon mediante la incorporacion durante la
sintesis de uno 0 mas mondémeros que se unen covalentemente a una fraccion funcional. En otras realizaciones, se
sintetizan oligdmeros activados de la invencién con monémeros que no han sido funcionalizados, y el oligbmero se
funcionaliza tras completar la sintesis. En algunas realizaciones, los oligomeros se funcionalizan con un éster
impedido que contiene un conector aminoalquilo, en el que la parte alquilo presenta la formula (CH)w, en la que w
es un numero entero comprendido entre 1 y 10, preferentemente aproximadamente 6, en el que la parte alquilo del
grupo alquilamino puede ser de cadena lineal o ramificada, y en el que el grupo funcional se une al oligdmero
mediante un grupo éster (-O-C(0O)-(CH2)wNH).

En otras realizaciones, los oligdmeros se funcionalizan con un éster impedido que contiene un conector (CHaz)w-
sulfhidrilo (SH), en el que w es un nimero entero comprendido entre 1 y 10, preferentemente aproximadamente 6,
en el que la parte alquilo del grupo alquilamino puede ser de cadena lineal o ramificada, y en el que el grupo
funcional se une al oligémero mediante un grupo éster (-O-C(O)-(CHz)wNH).

En algunas realizaciones, los oligonucleétidos activados por sulfhidrilo se conjugan con fracciones polimero, tales
como polietilenglicol o péptidos (mediante la formacion de un enlace disulfuro).

Los oligbmeros activados que contiene ésteres impedidos tal como se ha indicado anteriormente pueden sintetizarse
mediante cualquier método conocido de la técnica, y en particular mediante métodos dados a conocer en la
publicacion de patente PCT n°® WO 2008/034122 y ejemplos en la misma.

En todavia otras realizaciones, los oligdbmeros de la invencién se funcionalizan mediante la introduccién de grupos
sulfhidrilo, amino o hidroxilo en el oligdbmero mediante un reactivo funcionalizador sustancialmente tal como se indica
en las patentes US n° 4.962.029 y n°® 4.914.210, es decir, un reactivo sustancialmente lineal que presenta una
fosforamidita en un extremo unido mediante una cadena espaciadora hidrofilica en el extremo opuesto que
comprende un grupo sulfhidrilo, amino o hidroxilo protegido o no protegido. Dichos reactivos reaccionan
principalmente con grupos hidroxilo del oligémero. En algunas realizaciones, dichos oligdmeros activados presentan
un reactivo funcionalizado acoplado con un grupo 5'-hidroxilo del oligémero. En otras realizaciones, los oligdmeros
activados presentan un reactivo funcionalizado acoplado con un grupo 3'-hidroxilo. En todavia otras realizaciones,
los oligdmeros activados de la invencién presentan un reactivo funcionalizador acoplado con un grupo hidroxilo en el
esqueleto del oligdmero. En realizaciones todavia adicionales, el oligdmero de la invencion se funcionaliza con mas
de uno de los reactivos funcionalizadores tal como se indica en las patentes US n° 4.962.029 y n° 4.914.210. Los
métodos de sintesis de dichos reactivos funcionalizadores y de incorporaciéon de los mismos en monémeros u
oligébmeros se dan a conocer en las patentes US n°® 4.962.029 y n° 4.914.210.

En algunas realizaciones, el extremo 5'-temrinal de un oligdmero unido a fase sélida se funcionaliza con un derivado
dienil-fosforamidita, seguido de la conjugacion del oligbmero desprotegido con, por ejemplo, un aminoacido o
péptido mediante una reaccién de cicloadicién de Diels-Alder.

En diversas realizaciones, la incorporacién de monémeros que contienen modificaciones sacéridas en 2', tal como
un azlcar sustituido por 2'-carbamato o un azucar 2'-(O-pentil-N-ftalimido)-desoxirribosa en el oligémero facilita la
union covalente de fracciones conjugadas con los azlcares del oligémero. En otras realizaciones, un oligémero con
un conector que contiene amino en la posicién 2' de uno o mas monémeros se prepara utilizando un reactivo tal
como, por ejemplo, 5'-dimetoxitritil-2'-O-(e-ftalimidilaminopentil)-2'-desoxiadenosina-3'-N,N-diisopropil-cianoetoxi-
fosforamidita. Ver, por ejemplo, Manoharan et al., Tetrahedron Letters 34:7171, 1991.
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En realizaciones todavia adicionales, los oligdmeros de la invencion pueden presentar fracciones funcionales que
contienen amino en la nucleobase, incluyendo en los grupos amino de la purina en N6, en el N2 exociclico de la
guanina o en las posiciones N4 o 5 de la citosina. En diversas realizaciones, dicha funcionalizacion puede llevarse a
cabo mediante la utilizacion de un reactivo comercial que ya se encuentra funcionalizado en la sintesis del
oligbmero.

Algunas fracciones funcionales se encuentran disponibles comercialmente, por ejemplo se encuentran disponibles
fracciones de union heterobifuncionales u homobifuncionales de Pierce Co. (Rockford, IL.). Otros grupos de union
disponibles comercialmente son los reactivos modificador 5-amino C6 y modificador 3'-amino, ambos disponibles de
Glen Research Corporation (Sterling, Va.). El modificador 5'-amino en C6 también se encuentra disponible de ABI
(Applied Biosystems Inc., Foster City, Calif.) como Aminolink-2, y el modificador 3'-amino también se encuentra
disponible de Clontech Laboratories Inc. (Palo Alto, Calif.).

Composiciones

El oligbmero de la invencion puede utilizarse en formulaciones y composiciones farmacéuticas. Convenientemente,
dichas composiciones comprenden un diluyente, portador, sal o adyuvante farmacéuticamente aceptable. El
documento n°® WO 2007/031091 proporciona diluyentes, portadores y adyuvantes adecuados y preferentes
farmacéuticamente aceptables. En el documento n® WO 2007/031091 también se proporcionan dosis, formulaciones,
vias de administracion, composiciones, formas de dosificacion, combinaciones con otros agentes terapéuticos y
formulaciones de profarmaco adecuados.

Aplicaciones

Los oligébmeros de la invencion pueden utilizarse como reactivos de investigacion para, por ejemplo, diagndstico,
terapéutica y profilaxis.

En la investigacion, dichos oligémeros pueden utilizarse para inhibir especificamente la sintesis de la proteina APO-
B100 (tipicamente mediante la degradacién o la inhibicion del ARNm, evitando de esta manera la formacion de
proteina) en células y animales experimentales, facilitando de esta manera el analisis funcional de la diana o una
evaluacion de su utilidad como diana para la intervencion terapéutica.

En el diagnéstico los oligdmeros pueden utilizarse para detectar y cuantificar la expresién de APO-B100 en células y
tejidos mediante transferencia northern, hibridacion in situ o técnicas similares.

Para la terapéutica, un animal o un ser humano, que se sospecha que presenta una enfermedad o trastorno, que
puede tratarse mediante la modulacién de la expresién de APO-B100, se trata mediante la administracion de
compuestos oligoméricos de acuerdo con la presente invencion. Se proporcionan ademas métodos de tratamiento
de un mamifero, tal como el tratamiento de un ser humano, que se sospecha que presenta 0 es propenso a
presentar una enfermedad o condicion, asociado a la expresion de APO-B100 mediante la administracion de una
cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de uno o mas de los oligdmeros o composiciones de la invencion. El
oligébmero, un conjugado o una composicidon farmacéutica segun la invenciéon se administra tipicamente en una
cantidad eficaz.

La invencién proporciona ademas la utilizacién del compuesto o conjugado de la invencién tal como se ha indicado,
para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de un trastorno tal como se hace referencia al
mismo en la presente memoria, 0 para un método de tratamiento del trastorno tal como se hace referencia al mismo
en la presente memoria.

Se describe ademas un método para el tratamiento de un trastorno tal como se hace referencia al mismo en la
presente memoria, comprendiendo dicho método la administracion de un compuesto segun la invencion tal como se
indica en la presente memoria, y/o un conjugado segun la invencién, y/o una composicién farmacéutica segun la
invencion en un paciente que requiere del mismo.

Indicaciones médicas

Los oligbmeros y otras composiciones segun la invencidon pueden utilizarse para el tratamiento de condiciones
asociadas a la sobreexpresion o expresion de una versiéon mutada de la APO-B100.

La invenciéon proporciona ademas la utilizacion de un compuesto de la invencion en la preparacién de un
medicamento destinado al tratamiento de una enfermedad, trastorno o condicién tal como se hace referencia al
mismo en la presente memoria.
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De manera general, un aspecto de la exposicién se refiere a un método de tratamiento de un mamifero que sufre o
es susceptible de sufrir condiciones asociadas a niveles anormales de APO-B100, que comprende administrar en el
mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un oligémero con diana en APO-B100 que comprende una 0 mas
unidades de ANB. EIl oligbmero, un conjugado o una composicion farmacéutica segin la invencion se administra
tipicamente en una cantidad eficaz.

La enfermedad o trastorno, tal como se hace referencia al mismo en la presente memoria, puede estar asociado, en
algunas realizaciones, a una mutacion del gen APO-B100 o de un gen cuyo producto proteina esta asociado o
interactia con APO-B100. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el ARNm diana es una forma mutada de la
secuencia de APO-B100.

Un aspecto interesante de la invencion se refiere a la utilizacion de un oligémero (compuesto) tal como se define en
la presente memoria 0 a un conjugado tal como se define en la presente memoria, para la preparacion de un
medicamento destinado al tratamiento de una enfermedad, trastorno o condicién tal como se hace referencia al
mismo en la presente memoria.

Los métodos dados a conocer preferentemente se utilizan para el tratamiento o la profilaxis de enfermedades
causadas por los niveles anormales de APO-B100.

En otras palabras, se da a conocer ademas un método para el tratamiento de los niveles anormales de APO-B100,
comprendiendo dicho método la administracion de un oligdmero de la invencién, o un conjugado de la invenciéon o
una composicién farmacéutica de la invencion en un paciente que lo necesita.

La invencién se refiere ademas a un oligémero, una composiciéon o un conjugado tal como se define en la presente
memoria para la utilizacion como medicamento.

La invencion se refiere ademas a la utilizacion de un compuesto, composicion o conjugado tal como se define en la
presente memoria para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de los niveles anormales de
APO-B100 o a la expresion de formas mutantes de APO-B100 (tales como variantes alélicas, tales como las
asociadas a una de las enfermedades a las que se hace referencia en la presente memoria).

Ademas, se da a conocer un método de tratamiento de un sujeto que sufre una enfermedad o condicion tal como las
indicadas en la presente memoria.

Un paciente que requiere el tratamiento es un paciente que sufre o es probable que sufra la enfermedad o trastorno.
En algunos aspectos, el término "tratamiento" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere tanto al
tratamiento de una enfermedad existente (por ejemplo una enfermedad o trastorno tal como se hace referencia al
mismo en la presente memoria) o0 a la prevencién de una enfermedad, es decir la profilaxis. Por lo tanto, se reconoce
que el tratamiento tal como se hace referencia al mismo en la presente memoria puede, en algunos aspectos, ser
profilactico.

REALIZACIONES

En una realizacién, uno o mas de los analogos de nucleétido oxi-ANB en el compuesto de SEC ID n® 29 son
sustituidos por un ANB diferente de oxi-ANB.

En una realizacién adicional, el ANB se selecciona de entre acido nucleico biciclico 2'-O-metoxietilo, acido nucleico
biciclico 2'-O-etilo, ENA, beta-D-amino-ANB y beta-D-tio-ANB.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: sintesis de monémeros

Los bloques constructivos de monémero de ANB y derivados de los mismos se preparan utilizando métodos
estandares, tales como los procedimientos publicados y referencias citadas en el documento n® WO 2007/031081.

Ejemplo 2: Sintesis de oligonucleétidos

Se sintetizaron oligonucledtidos mediante el método descrito en el Ejemplo 2 del documento n® WO 2007/031081.
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Tabla 2 Compuestos oligonucle6tidos de la invencion

Sustancia de ensayo Longitud | Sec. diana

SECIDn°1 14 5-TCTGAAGTCCATGA-3’

SECIDn° 2 14 5-GGATCAAATATAAG-3’

SECIDn°3 14 5-GTTGACACTGTCTG-3

SECIDn°4 12 5-GTTGACACTGTC-3’

SECIDn°5 14 5-GACTGCCTGTTCTC-3’

SECIDn°6 13 5-CGTTGGAGTAAGC-3'

SECIDn°7 14 5-GCGTTGGAGTAAGC-3’

SECIDn°8 14 5-CTCTGTGATCCAGG-3’

SECIDnNn°9 14 5-GGACTCTGTGATCC-3’

SECIDn° 10 14 5-CTGTTTGAGGGACT-3’

SECIDn°11 14 5-GAGATGGCAGATGG-3’

SEC ID n° 12 14 5-GCTGGTGTTGCCAC-3’

SECIDn°13 13 5-CAGATCCTTGCAC-3’

SECIDn° 14 14 5-CCAGATCCTTGCAC-3’

SEC ID n° 15 12 5-ACCTTTTGAGAC-3

SEC ID n° 16 14 5-CAATGTTCAGACTG-3’

SECIDn° 17 14 5-CCTGCAATGTTCAG-3’

SECIDn° 18 14 5-TAGGGCTGTAGCTG-3’

SECIDn° 19 14 5-GTTGGTCTACTTCA-3’

SEC ID n° 20 14 5-CCAACCAATTTCTC-3’

SEC ID n° 21 14 5-GTCAATTGTAAAGG-3’

SEC ID n° 22 14 5-GTTTAAGAAATCCA-3’

SEC ID n° 23 12 5-CTTAGTGTTAGC-3

SEC ID n° 24 12 5-GGTTCTTAGTGT-3’

SEC ID n° 25 14 5-CTGGTTCTTAGTGT-3’

SEC ID n° 26 5-Ts °"'Cs °Ts "gsasasgstscscsasTs *Gs *A°-3’
SEC ID n° 27 5'-Gs °Gs °As “tscsasasastsastsAs °As °G°-3’
SEC ID n° 28 5-Gs °Ts °Ts °gsascsascstsgsts "Cs °Ts °G°-3'
SEC ID n° 29 5-G; °Ts °tsgsascsascstsgsTs  C°-3’

SEC ID n° 30 5-Gs °As °"'Cs °tsgscscstsgststs "'Cs °Ts °"'C°-3’
SEC ID n° 31 5-"Cs °G; °Ts °tsgsgsasgstsasasGs " C°-3’
SEC ID n° 32 5-Gs °"'Cs °G; “tstsgsgsasgstsasAs °Gs °"C°-3’
SEC ID n° 33 5-"Cs °Ts ™"'Cs *tsgtsgsastscscsAs °Gs °G -3
SEC ID n° 34 5-Gs °Gs °As cstscstsgstsgsasTs *"'Cs °"C°-3’
SEC ID n° 35 5-"Cs °Ts °Gs °tststsgsasgsgsgsAs *"Cs °T°-3
SEC ID n° 36 5'-Gs °As °G; “astsgsgscsasgsasTs °Gs °G°-3'
SEC ID n° 37 5-Gs °"Cs °Ts °gsgstsgststsgscs "Cs °As °"'C°-3’
SEC ID n° 38 5-"Cs °As °Gs astscscststsgscsAs O C°-3’
SEC ID n° 39 5-"Cs °"Cs °As °gsastscscststsgs "Cs °As ©"C°-3
SEC ID n° 40 5,-As °"'C; °cststststsgsasgsAs °" C°-3,

SEC ID n° 41 5-"Cs °As °As “tsgststscsasgsas "'Cs °Ts °G°-3’
SEC ID n° 42 5-"C °"Cs °Ts "gscsasastsgststs "Cs °As °G°-3’
SEC ID n° 43 5-Ts °As °Gs °gsgscstsgstsasgs "Cs °Ts °G°-3’
SEC ID n° 44 5-Gs °Ts °Ts °gsgstscstsascstsTs *" Cs A°-3’
SEC ID n° 45 5'-"Cs °™Cs %ascscsasastststs "Cs °Ts "' C°-3,
SEC ID n° 46 5-Gs °Ts *"'Cs "asaststsgstsasasAs °Gs °G°-3’
SEC ID n° 47 5-Gs °Ts °Ts °tsasasgsasasasts "Cs °"Cs °A°-3’
SEC ID n° 48 5-"C, °T; °tsasgstsgststsasGs *" C°-3’

SEC ID n° 49 5-Gs °G; ‘tstscststsasgstsGs °T°-3’

SEC ID n° 50 5-"Cs °Ts °Gs °gststscststsasgsTs °Gs °T°-3'
SEC ID n° 51 5-Gs °"C; “aststsgsgstsastsTs °"Cs *A°-3’

En las SEC ID n® 26-51, las letras mayusculas indican unidades de analogo de nucleétido (ANB), el superindice "o"
indica oxi-ANB, "m" indica metil-C-ANB y el superindice "s" representa un enlace fosforotioato. La ausencia de "s"
5 indica un enlace fosfodiéster.

Ejemplo 3: ensayos
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La modulacién con antisentido de la expresion de apoB-100 puede someterse a ensayo en una diversidad de modos
conocidos de la técnica. Por ejemplo, los niveles de ARNm de apoB-100 pueden cuantificarse mediante, por
ejemplo, andlisis de transferencia northern, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) competitiva o PCR en
tiempo real. La PCR cuantitativa en tiempo real actualmente resulta preferente. El analisis del ARN puede llevarse a
cabo en ARN celular total o en ARNm. Los métodos de aislamiento de ARN y de andlisis de ARN tales como el
analisis de transferencia northern son rutinarios en la técnica y se ensefian en, por ejemplo, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley and Sons.

La PCR cuantitativa en tiempo real puede llevarse a cabo convenientemente utilizando el sistema de deteccion de
PCR en tiempo real iQ Multi-Color comercialmente disponible de BioRAD. La PCR cuantitativa en tiempo real es una
técnica bien conocida y se ensefia en, por ejemplo, Heid et al., Real time quantitative PCR, Genome Research 6:
986-994, 1996.

Ejemplo 4: modelo in vitro: cultivo celular

El efecto de los compuestos antisentido sobre la expresién de los acidos nucleicos diana puede someterse a ensayo
en cualquiera de entre una diversidad de tipos celulares, con la condicion de que el acido nucleico diana se
encuentre presente a niveles medibles. La diana puede expresarse enddgenamente o mediante transfeccion
transitoria o estable de un &cido nucleico codificante de dicho acido nucleico.

El nivel de expresion de acido nucleico diana puede determinarse rutinariamente utilizando, por ejemplo, ensayos de
andlisis de transferencia northern, PCR cuantitativa y de proteccion frente a ribonucleasas. Los tipos celulares
siguientes se proporcionan con fines ilustrativos, aunque pueden utilizarse rutinariamente otros tipos celulares, con
la condicion de que la diana se expresa en el tipo celular seleccionado.

Se cultivaron células en el medio apropiado tal como se indica posteriormente y se mantuvieron a 37°C bajo una
humedad de 95%-98% y con 5% de CO.,. Las células se subcultivaron rutinariamente 2 a 3 veces a la semana.

BNCL-2: la linea celular de higado de ratébn BNCL-2 se obtuvo de la ATCC y se cultivd en DMEM (Sigma) con FBS
al 10% + Glutamax | + aminoacidos no esenciales + gentamicina.

Hepal-6: la linea celular de higado de raton Hepal-6 se obtuvo de la ATCC y se cultivd en DMEM (Sigma) con FBS
al 10% + Glutamax | + aminoacidos no esenciales + gentamicina.

HepG2: la linea celular de higado de ratén HepG2 se obtuvo de la ATCC y se cultivd en Eagle MEM (Sigma) con
FBS al 10% + Glutamax | + aminoacidos no esenciales + gentamicina.

HuH-7: la linea celular de higado de ratén HepG2 se obtuvo de la ATCC y se cultivd en Eagle MEM (Sigma) con
FBS al 10% + Glutamax | + aminoacidos no esenciales + gentamicina.

Ejemplo 5: modelo in vitro tratamiento con oligonucleétido antisentido

Cultivos celulares y transfecciones: se sembraron células Huh-7 y Hepa 1-6 en placas de 6 pocillos a 37°C (5% de
CO2) en medio de cultivo complementado con FBS al 10%, Glutamax | y gentamicina. Al llegar las células a una
confluencia de 60-70%, se transfectaron por duplicado con diferentes concentraciones de oligonucleétidos (0,04 a 25
nM) utilizando lipofectamina 2000 (5 pg/ml y 10 pg/ml para Huh-7 y Hepa 1-6, respectivamente). Las transfecciones
se llevaron a cabo esencialmente tal como describen Dean et al. (JBC 269:16416-16424, 1994). Brevemente, las
células se preincubaron durante 7 min. con lipofectamina en OptiMEM seguido de la adicién de oligonucleétido a un
volumen total de 1,5 ml de mezcla de transfeccion en cada pocillo. Tras 4 horas, se sac6 la mezcla de transfeccion,
se lavaron las células y se cultivaron a 37°C durante aproximadamente 20 horas (andlisis de ARNm y andlisis de las
proteinas) en el medio de cultivo apropiado. A continuacion las células se recolectaron para el analisis de las
proteinas y el ARN.

Ejemplo 6: modelo in vitro: extraccion de ARN vy sintesis del ADNc

Aislamiento del ARN total

Se aisl6 el ARN total utilizando el minikit RNeasy (Qiagen). Las células se lavaron con PBS y tampdn de lisis celular
(RTL, Qiagen) complementado con mercaptoetanol al 1% afiadido directamente a los pocillos. Tras unos cuantos

minutos, se procesaron las muestras siguiendo las instrucciones del fabricante.

Sintesis de primera cadena
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La sintesis de primera cadena se llevé a cabo utilizando el kit de transcriptasa inversa OmniScript o transcriptasa
inversa de M-MLV (esencialmente tal como indica el fabricante (Ambion)) siguiendo las instrucciones del fabricante
(Qiagen). Al utilizar la transcriptasa inversa OmniScript, 0,5 ug de ARN total en cada muestra, se ajusto a 12 uly se
mezcld con 0,2 yl de poli(dT)12-18 (0,5 pg/ul) (Life Technologies), 2 ml de mezcla de dNTP (5 mM cada uno), 2 pl de
10x tampon RT, 0,5 pl de inhibidor de ARNasa RNAguardTM (33 unidades/ml, Amersham) y 1 ul de transcriptasa
inversa OmniScript, seguido de la incubacion a 37°C durante 60 min. y la inactivacion por calor a 93°C durante 5
min.

Tras llevar a cabo la sintesis de primera cadena utilizando decameros aleatorios y transcriptasa inversa de M-MLV
(esencialmente tal como indicaba el fabricante (Ambion)), se ajustaron 0,25 pug de ARN total de cada muestra a 10,8
ul en H20. Se afiadieron 2 ul de decameros y 2 pl de mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno). Se calentaron muestras a
70°C durante 3 min. y se enfriaron inmediatamente en agua helada y se afadieron 3,25 ml de una mezcla que
contenia 2 pl de 10x tampdn RT, 1 pl de transcriptasa inversa de M-MLV, 0,25 pl de inhibidor de ARNasa. Se
sintetiz6 el ADNc a 42°C durante 60 min. seguido de la etapa de inactivacion por calor a 95°C durante 10 min. y
finalmente se enfrié a 4°C.

Ejemplo 7: resultados del cribado de diferentes oligonucle6tidos de ANB

Se determind la expresiéon de ARNm de apoB mediante PCR cuantitativa en tiempo real en células Huh-7 tras el
tratamiento con los compuestos de SEC ID n® 26-50. Los datos se normalizaron respecto a GAPDH y se
normalizaron respecto al control simulado (figuras 1A y B).

Ejemplo 8: niveles de colesterol en suero

Se midié el nivel del colesterol total en plasma utilizando un ensayo colorimétrico Cholesterol CP de ABX Pentra. Se
midi6 el colesterol tras la hidrélisis y oxidacién enzimaticas. Se afiadieron 21,5 pl de agua a 3 pl de suero. Se
afnadieron 250 pl de reactivo y dentro de los 15 min. posteriores se midié el contenido de colesterol a una longitud de
onda de 540 nm. Las mediciones en cada animal se realizaron por duplicado. Se sometié a ensayo la sensibilidad y
linealidad con una serie de dilucién de un compuesto de control (control de ABX Pentra N). Se determind el nivel de
colesterol restando el fondo y se expreso respecto a los niveles de colesterol en suero de ratones tratados con
solucion salina.

Estudios in vivo

Los oligonuclettidos de ANB en los estudios presentados posteriormente se administraron en ratones C57BL/6J
hembra en una dieta chow estandar.

Ejemplo 9: resultados del cribado de diferentes oligonucleotidos de ANB in vivo

En el presente estudio se administraron los oligonucleétidos de ANB en ratones por via subcutanea una vez a la
semana durante 4 semanas (total de 5 administraciones) a dos niveles de dosis diferentes (10 mg/kg de SEC ID n°
28, 29, 44 y 45). Se muestreo el suero una vez a la semana y en el momento del sacrificio (48 horas después de la
ultima administracion) con el fin de examinar el efecto de los compuestos sobre el colesterol total.

La administracién de cualquiera de los 4 oligonucleotidos de ANB resulté en una reduccion significativa del colesterol
total en la primera semana de administracion. Tras 2 semanas se alcanz6 un estado estable del colesterol total al
medir una semana después de la administracion (reduccion de 40% a 65% del colesterol total). Sin embargo, la
medicion del colesterol total 48 horas después de la administracion mostré una reduccién adicional del colesterol
total, observado a 30 dias del sacrificio, con una reduccion de 60% a 80% del colesterol total, indicando un efecto
maximo sobre el colesterol total 2 a 3 dias después de la administracion (figura 2).

Ejemplo 10: resultados de la administracion repetida de diferentes oligonucledtidos de ANB in vivo

En el presente estudio se administraron en ratones oligonucleétidos de ANB por via subcutanea una vez a la
semana durante 4 semanas (total de 5 administraciones). SEC ID n® 45 se administré a 4 niveles de dosis diferentes
(0,02, 0,4, 2 y 10 mg/kg/semana), mientras que SEC ID n® 29 y 51 se administraron a una dosis de 10
mg/kg/semana. Se muestreé el suero una vez a la semana y en el momento del sacrificio (48 horas después de la
Gltima administracion) con el fin de examinar el efecto de los compuestos sobre el colesterol total.

La administracion de cualquiera de los 3 oligonucle6tidos de ANB a una dosis de 10 mg/kg/semana resulté en una
reduccion significativa del colesterol total en la primera semana de administracion. Tras 2 y 4 semanas, en la
medicién una semana después de la administracion, se alcanzé una reduccion del colesterol total de 58% y 70%,
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respectivamente, con los tres compuestos (figura 3A). El analisis de los niveles de ALT en suero mostré incrementos
con niveles de dosis de 10 mg/kg/semana, aunque para las SEC ID n°® 29 y n°® 45 se encontraba dentro del intervalo
normal, mientras que la SEC ID n° 51 result6é en un incremento de 5 veces del nivel sérico de ALT (figura 3B).

Ejemplo 11: duracién de la accion de una Unica dosis de SEC ID n° 29

En los ratones se administré una dosis intravenosa de SEC ID n° 29 el dia 0 a diferentes niveles de dosis (1, 2,5,5y
10 mg/kg) y se midi6 el colesterol sérico los dias 0, 1, 3, 8, 16, 24 y 32. Ya un dia después de la administracion del
oligonucleétido se consiguié un efecto significativo sobre el colesterol total a dosis de 5y 10 mg/kg. Se midi6 el
efecto maximo sobre el colesterol el dia 3; se alcanzaron reducciones de 16%, 36%, 42% y 70% del colesterol sérico
total con 1, 2,5, 5y 10 mg/kg, respectivamente. Tras 24 dias, los niveles de colesterol total todavia se encontraban
significativamente reducidos en 13% y 19% en los grupos de nivel de dosis de 5y 10 mg/kg.

El rapido efecto de reduccion de apoB se demostré en el perfil de lipoproteinas. La proporcion HDL/no HDL se
incrementd muy rapidamente tras la administracién del oligonucleétido. La proporcion se incrementé de una manera
dependiente de la dosis 140% a 170% a los niveles de dosis baja (1 y 2,5 mg/kg) y 325% a los niveles de dosis alta
(5 y 10 mg/kg) ya 24 horas después de la administracion (figura 4B).

Ejemplo 12: administracion repetida semanal o quincenal de SEC ID n° 29

En los ratones se administré por via subcutanea SEC ID n® 29 a niveles de dosis 1, 2,5 0 5 mg/kg semanal o
quincenalmente durante 70 dias. Tras el periodo de tratamiento se dej6é que los ratones se recuperasen 7 o 21 dias
antes del sacrificio. Se muestred el suero una vez a la semana durante las primeras 5 semanas, seguido del
muestreo quincenal entre los dias 35 y 63 y el muestreo semanal nuevamente entre los dias 63 y 91. En los grupos
con administracion semanal, el dia 14 (tras 2 dosis), el colesterol sérico total alcanzé niveles sostenidos de
reduccion de aproximadamente 30% a 40% con los niveles de dosis de 2,5 y 5 mg/kg, mientras que el nivel de dosis
de 1 mg/kg presentd un efecto sostenido medio de sélo un 10% de reduccién del colesterol total durante el periodo
de tratamiento (figura 5A). La reduccion de la frecuencia de administracion a la administracion quincenal consiguid
una reduccion sostenida del colesterol total mas tarde, a partir del dia 35, con 30% y 20% para los niveles de dosis
de 2,5y 5 mg/kg. El nivel de dosis de 1 mg/kg no proporciond ninguna reduccion del colesterol total (figura 5B).

Durante el periodo de recuperacion, se redujo el efecto y en los grupos administrados quincenalmente, el colesterol
habia retornado a la linea base el dia 91 para todos los niveles de dosis. En los grupos administrados
semanalmente, los grupos de 2,5 y 5 mg/kg todavia presentaban una reduccién de 13% a 17% del colesterol sérico
total al final del periodo de recuperacion.

Una y tres semanas después del final del tratamiento se sacrificaron los ratones y se muestrearon los higados para
el analisis de gPCR para determinar la expresion del ARNm de apoB hepatico. La administracién tanto semanal
como quincenal resultdé en una regulacion negativa dependiente de la dosis de la expresiéon de ARNm de apoB
(figura 6). La administracion semanal de 5 mg/kg proporciond el efecto mas grande, con una reduccion de 75% del
ARNmM de apoB, mientras que la administraciéon quincenal proporciond una reduccién de 63%. Tras 3 semanas de
recuperacion, solo los grupos de 2,5 y 5 mg/kg/semana y los 5 mg/kg/quincenales presentaron reducciones medibles
de los niveles de apoB hepatico en comparacion con el control: 25%, 40% y 33%, respectivamente.

Los niveles séricos de ALT se midieron los dias 77 y 91. No se observaron diferencias significativas de ALT en
comparacioén con el control de suero salino ni el dia 77 ni el dia 91 (figura 7).

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Santaris Pharma A/S

<120> Potentes compuestos antisentido anti-APOB
<130> 1087WO

<140> 61/186,388 <141> 2010-06-10

<150> 61/186,388 <151> 2009-06-12

<160> 51
<170> PatentIn versién 3.3

<210>1
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 1
tctgaagtcc atga 14

<210>2
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 2
ggatcaaata taag 14

<210>3
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 3
gttgacactg tctg 14

<210>4
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 4
gttgacactg tc 12

<210>5
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400>5
gactgcctgt tctc 14

<210>6
<211>13
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 6
cgttggagta agc 13

<210>7
<211> 14
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 7
gcgttggagt aage 14

<210>8
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 8
ctctgtgatc cagg 14

<210>9
<211>14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400>9
ggactctgtg atcc 14

<210> 10
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 10
ctgtttgagg gact 14

<210> 11
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 11
gagatggcag atgg 14

<210>12
<211>14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 12
gctggtgttg ccac 14

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2555057713

<210> 13
<211> 13
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 13
cagatccttg cac 13

<210> 14
<211>14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 14
ccagatcctt gcac 14

<210> 15
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 15
accttttgag ac 12

<210> 16
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 16
caatgttcag actg 14

<210> 17
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 17
cctgcaatgt tcag 14

<210> 18
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 18
tagggctgta gctg 14

<210>19
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 19
gttggtctac ttca 14

<210> 20
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 20
ccaaccaatt tctc 14

<210> 21
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 21
gtcaattgta aagg 14

<210> 22
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 22
gtttaagaaa tcca 14

<210> 23
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 23
cttagtgtta gc 12

<210> 24
<211>12
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 24
ggttcttagt gt 12

<210> 25
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<400> 25
ctggttctta gtgt 14

<210> 26
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 26
tctgaagtcc atga 14

<210> 27
<211>14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C
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<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 27
ggatcaaata taag 14

<210> 28
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 28
gttgacactg tctg 14

<210> 29
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico <220>
<221> misc_feature

<222>(1)..(12)

<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(11)..(12)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 29
gttgacactg tc 12

<210> 30
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 30
gactgcctgt tctc 14

<210> 31
<211>13
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(13)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(13)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 31
cgttggagta agc 13

<210> 32
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(3)
<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 32
gcgttggagt aage 14

<210> 33
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 33
ctctgtgatc cagg 14

<210> 34
<211>14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 34
ggactctgtg atcc 14

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2555057713

<210> 35
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 35
ctgtttgagg gact 14

<210> 36
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 36
gagatggcag atgg 14

<210> 37
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>
<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
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<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 37
gctggtgttg ccac 14

<210> 38
<211>13
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(13)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 38
cagatccttg cac 13

<210> 39
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C
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<400> 39
ccagatcctt gcac 14

<210> 40
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(12)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(12)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 40
gttgacactg tc 12

<210>41
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(12)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(12)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 41
accttttgag ac 12

<210> 42
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico
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<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 42
cctgcaatgt tcag 14

<210> 43
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 43
tagggctgta gctg 14

<210> 44
<211>14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C
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<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 44
gttggtctac ttca 14

<210> 45
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 45
ccaaccaatt tctc 14

<210> 46
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 46
gtcaattgta aagg 14

<210> 47
<211> 14
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 47
gtttaagaaa tcca 14

<210> 48
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222>(11)..(12)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 48
cttagtgtta gc 12

<210> 49
<211>12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(12)
<223> Fosforotioato

<220>
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<221> misc_feature
<222> (1)..(2)
<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(12)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 49
ggttcttagt gt 12

<210>50
<211>14
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222>(1)..(14)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> ANB, preferentemente beta-D-oxi-ANB, C de ANB, preferentemente 5-metil-C

<400> 50
ctggttctta gtgt 14

<210>51
<211>13
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia de oligo o compuesto oligomérico

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(13)
<223> Fosforotioato

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2)

<223> beta-D oxi-ANB

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(13)
<223> beta-D oxi-ANB

<400> 51
gcattggtat tca 13
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REIVINDICACIONES

Oligémero de entre 12 y 16 nucledtidos de longitud que comprende SEC ID n° 4 capaz de modular la expresion
de la apolipoproteina B.

Oligémero segun la reivindicacién 1, en el que la secuencia de nucleétidos presenta una longitud de entre 12 y
14 nucledtidos.

Oligbmero segun la reivindicacién 1 o 2, en el que la secuencia de nucleétidos comprende analogos de
nucleétido.

Oligébmero segun la reivindicacion 3, en el que los analogos de nucledtido son nucleétidos modificados con
sacarido, tal como nucledtidos modificados con sacéarido seleccionados de entre el grupo que consiste de:
unidades de acido nucleico blogueado (ANB), unidades de 2'-O-alquil-ARN, unidades de 2'-OMe-ARN,
unidades de 2'-amino-ADN y unidades de 2'-fluoro-ADN.

Oligbmero segun la reivindicacion 3 o 4, en el que los analogos de nucleétido son de ANB.
Oligbmero segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que es un gapmero.

Oligémero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la secuencia de nucleétidos del oligbmero
consiste de la SEC ID n° 4.

Oligémero segun la reivindicacion 7, en el que el oligdmero es 5-GsTstsgsasCsasCstsgsTs'C -3’, en el que las
letras mayusculas son unidades de beta-D-oxi-ANB, las letras minusculas son unidades de ADN, el superindice
m indica 5-metil-citosina-ANB y el subindice s representa un enlace fosforotioato.

Oligémero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para la utilizacién en la inhibicion de la expresion del
gen o ARNm de APO-B100 en una célula que expresa el gen o ARNm de APO-B100.

Conjugado que comprende el oligdmero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y por lo menos una
fraccion no nucledtida o no polinucledtida unida covalentemente a dicho oligémero.

Conjugado segun la reivindicacion 10, que comprende el oligdmero segun la reivindicacion 8.

Composicion farmacéutica que comprende el oligdmero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o el
conjugado segun la reivindicaciéon 10 o 11, y un diluyente, portador, sal o adyuvante farmacéuticamente
aceptable.

Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 12, que comprende el oligdmero segun la reivindicacion 8.

Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 12, que comprende el conjugado segun la reivindicacion 11.

Oligémero segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o el conjugado segun la reivindicacion 10 o 11, para
la utilizacion como medicamento.

Utilizacion de un oligdbmero segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o un conjugado segun la
reivindicacion 10 o 11, para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de enfermedades
asociadas a la actividad de la apolipoproteina B, seleccionadas de entre el grupo que consiste de desequilibrio
de colesterol HDL/LDL, dislipemias, por ejemplo la hiperlipemia combinada familiar (HLCF), la hiperlipemia
adquirida, la hipercolesterolemia, la hipercolesterolemia resistente a estatinas, la enfermedad arterial coronaria
(EAC), la enfermedad cardiaca coronaria (ECC) y la ateroesclerosis.

Utilizacion segun la reivindicaciéon 16, que comprende el oligdmero segun la reivindicacion 8.
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FIGURA 7
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