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DESCRIPCION
Complejos de quelatos de oligonucleétidos
Campo técnico

La presente invencion describe complejos de quelatos de oligonucleétidos, composiciones de los mismos y métodos
para la formulacién de oligonucleétidos (ON) como complejos de quelatos y se refiere al uso de estos complejos de
guelatos ON para la administracién de ON.

Antecedentes de lainvencion

Las sales son compuestos iénicos que resultan de la interaccion (neutralizacién) de un acido y una base. Las sales
se componen de cationes y aniones que interactian de modo que se mantiene un estado eléctricamente neutro. Los
aniones pueden ser inorganicos (tales como CI) u organicos, tales como el acetato (CH3COQ’). Las soluciones
acuosas que contienen sales disueltas (electrolitos) son capaces de conducir la electricidad debido al estado
disociado de los pares de aniones y cationes en un entorno acuoso. Los oligonucledtidos son polianiones y antes se
pensaba que sdlo se comportaban como sales en las que sus homdlogos catiénicos existian en solucién en un
estado disociado.

La administracion de ON en pacientes humanos por lo general se ha visto acompafiada por varios efectos
secundarios generalizados no relacionados con la secuencia de nucleétidos presente. Estos incluyen la anti-
coagulacién (elevacion del tiempo de la protrombina o el tiempo de PTT) de la sangre (Kandmimlla et al., 1998,
Bioorgan. Med. Chem. Let., 8: 2103; Sheeban et al, Blood, 1998, 92: 1617; Nicklin et al, 1197, Nucleosides &
Nucleotides, 16: 1145; Kwoh, 2008, Antisense Drug Tech. 22 edicion, p 374) y reacciones del lugar de inyeccién o
ISR (induracion, inflamacion, sensibilidad y dolor) con la administracion subcutanea (Webb et al, 1997, Lancet, 349:
9059; Schreiber et al, 2001, Gastroenterol, 120: 1339; Seawell et al, 2002, J. Pharmacol. Exp. Therap, 303: 1334;
Kwoh de 2008, Antisense Drug Tech. Segunda Ed, p 383.; Raal et al., 2010, Lancet, 375: 998). Se cree que los
efectos anti-coagulacion estan mediados por la interaccién especifica no de secuencia con proteinas de la cascada
de coagulacién. Como los ON han demostrado que poseen propiedades inmunoestimulantes (a través del receptor
tipo Toll o induccién de citoquinas mediada por TLR), a los ISR tipicamente se les ha atribuido la exigencia de una
alta concentracion en la administracion de ON en un pequefio volumen (por lo general de 1 cc) por via subcutdnea
(SC), lo que se cree que conduce a la inflamacion local en el lugar de la inyeccién.

La publicacion cientifica “Influence of divalent cations on the conformation of phosphorothioate
oligodeoxynucleotides: a circular dichroism study" de Patil and Rhodes, 2000, Nucleic Acids Research, estudia los
cambios en la conformacion de oligonucledtidos de fosforotioato inducida por cationes divalentes.

Con la llegada de la terapia basada en acidos nucleicos en los ultimos afios, el aumento del nUmero de compuestos
basados en ON en desarrollo clinico ha aumentado. Histéricamente, la mayoria de los regimenes de dosificacion de
ON han empleado dosis miltiples en dosis de una semana o Unicas semanales que deben darse por via parenteral
debido a la escasa biodisponibilidad oral de los ON. Dado que la infusién intravenosa de los ON esté tipicamente
limitada por la dosis y la velocidad por la reactividad (fiebre, escalofrios, debilidad) y seria logisticamente exigente en
un escenario de administracion crénica, una aplicacién clinica mas reciente de los ON ha utilizado la ruta (SC) de
administracion subcutanea. Esto conduce a efectos secundarios de dosificacion sistémica minimos pero tipicamente
se acompafia de reacciones en el sitio de inyeccion de diferentes grados de gravedad (como se describe arriba), que
también limitan la dosificacion alcanzable por esta ruta de administracion.

Por tanto, seria util y conveniente ser provisto de una formulacion ON, lo que atenuaria la reactividad durante
cualesquiera rutas de administracién IV o SC. Por otra parte, mientras que los efectos anticoagulantes de la
administracion ON son considerados minimos, también seria Util para neutralizar este efecto secundario de los ON
proporcionar un mayor margen de seguridad en sujetos humanos y no humanos.

Por tanto, existe una necesidad de proporcionar una mejora en la formulacion de los ON.
Compendio

De acuerdo con la presente descripcion se describe ahora una composicién farmacéutica para su uso en la
supresion o reduccion de las reacciones secundarias de la inyeccién subcutanea en un sujeto de un oligonucleétido
administrado subcutaneamente, comprendiendo dicha composicién farmacéutica: un complejo de quelato de
oligonucledtido que comprende dos o mas oligonucleétidos unidos a su estructura de fosfodiéster por un catién
multivalente; y un excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde al menos un oligonucleétido de dicho complejo
tiene al menos un enlace fosforotioato y en donde dicho cation multivalente es un catién de metal divalente.

Se describe ademas una formulacién de oligonucleétidos para la administracion subcutanea, comprendiendo la
formulacion de oligonucleétidos el complejo de quelato de oligonucle6tido como se describe en el presente
documento.
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También se describe una composicion farmacéutica que comprende el complejo de quelato de oligonucleétido o la
formulacion de oligonucleétidos descrita en este documento y un vehiculo.

Se describen en el presente documento métodos para la supresion o reduccion de reacciones en el sitio de la
inyeccion con la administracién de ON como un complejo de quelato de calcio u otros complejos de quelato de metal
de ON apropiados, la formulacién de oligonucleétido descrita en el presente documento, 0 una composicion
farmacéutica descrita en este documento. En particular, el ON se administra por via subcutanea.

También se describe en este documento una formulacién de oligonucleétido, en el que una fuente de catién de metal
divalente de cualquiera de la siguiente lista se proporciona con el oligonucleétido como un complejo de quelato de
ON en el momento del uso del oligonucleétido: calcio, magnesio, cobalto, hierro, manganeso, bario, niquel, cobre y/o
zinc. Por tanto, se describe en este documento una formulacién de oligonucleétido que comprende calcio; una
formulacion de oligonucledtido que comprende magnesio; una formulacion de oligonucleétido que comprende
cobalto; una formulacion de oligonucle6tido que comprende hierro (2+); una formulacion de oligonucleétido que
comprende manganeso; una formulacion de oligonucleétido que comprende cobre; una formulacion de
oligonucledtido que comprende zinc.

Se describen en este documento métodos para la fabricacion de complejos de quelato de metal ON usando
cualquiera de los siguientes cationes metalicos, individualmente o en combinacion: calcio, magnesio, cobalto, hierro,
manganeso, bario, niquel, cobre y/o zinc.

También se describe un método para la preparacion del complejo de quelato de oligonucledtido tal como se describe
en el presente documento, la formulacion de oligonucledtido descrita en la presente memoria, o la composicion
farmacéutica descrita en el presente documento, comprendiendo el método disolver cualquier sal de oligonucleétido
de sodio en un excipiente acuoso farmacéuticamente aceptable, y afiadir gradualmente una solucién de sal metélica
divalente con el oligonucleétido disuelto de manera que el complejo de quelato de oligonucleétido siga siendo
soluble.

Se describe en el presente documento un método para quelar los siguientes cationes metalicos divalentes dentro de
un sujeto usando una sal de oligonucleétido de sodio: calcio, magnesio, cobalto, hierro, manganeso, bario, niquel,
cobre, zinc, cadmio, mercurio, plomo, berilio, estroncio, radio y/o cualquier otro elemento de metal, metal de
transicion, metal posterior a la transicion, lantanidos o actinidos capaces de existir en el estado de carga 2+ o 3+.

También se describe en este documento un método para mejorar la estabilidad de cualquier ON en solucion
mediante la preparacién del ON como un complejo de quelato de calcio u otro complejo de quelato de metal de ON
apropiado, la formulacion de oligonucledtido descrita en el presente documento, 0 una composicion farmacéutica
descrita en este documento. En particular, se describe un método para estabilizar un oligonucleétido en una solucion
acuosa.

Se abarca en la presente memoria que el cation multivalente es un catién divalente.
Se abarca en la presente memoria que el cation divalente es un metal alcalinotérreo con un estado de carga 2+.

Se abarca en este documento que el cation divalente es un metal de transicion o posterior a la transicion de un
estado de carga 2+.

Se abarca en la presente memoria que el catién divalente es un metal lantanido con un estado de carga 2+.
Se abarca en la presente memoria que el catidn divalente es un metal actinido con un estado de carga 2+.

El catién divalente puede ser, individualmente o en combinacion: calcio, magnesio, cobalto, hierro, manganeso,
bario, niquel, cobre y/o zinc.

En particular, el complejo de quelato descrito en la presente memoria puede comprender dos o mas diferentes
cationes metalicos divalentes.

En una realizacién adicional, el complejo quelato comprende al menos un oligonucleétido de cadena doble.

En otra realizacion, el complejo quelato comprende al menos un oligonucleétido con un enlace fosforotioato.

El complejo de quelato también puede comprender al menos un oligonucledtido totalmente fosforotiodado.

El complejo de quelato también puede comprender al menos un oligonucleétido con una ribosa 2' modificada.

El complejo de quelato también puede comprender al menos un oligonucleétido que tiene cada ribosa 2' O-metilada.
El complejo de quelato o la formulacion se adapta para la administracion subcutanea.

Se abarca, ademas, que el oligonucle6tido consiste en SEQ ID NOs: 3-14.
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Se abarca, ademas, que la concentracion del oligonucleoétido disuelto es de 0,01 a 100 mg/ml antes de la adicién de
la sal de metal.

En particular, la relacion de la sal de metal afiadida al oligonucledtido disuelto puede ser 0,1 a 40 mg de la sal
divalente por cada 100 mg de oligonucleétido.

Se abarca, ademas, que la concentracién de oligonucleoétido final es de 0,1 a 100 mg/ml.

En una realizacion adicional, la sal de metal es al menos una de una sal de cloruro, una sal de gluconato, una sal de
citrato, una sal de lactato, una sal de malato, una sal de aspartato, una sal de fumarato, una sal de ascorbato, una
sal de benzoato, una sal de eritorbato y una sal de propionato.

En otra realizacion, la soluciéon de sal de metal contiene al menos uno de calcio, magnesio, cobalto, hierro (2+),
manganeso, cobre y/o zinc.

También se abarca un complejo de quelato que es un complejo de quelato de calcio; un complejo de quelato de
magnesio; o un complejo de quelato de magnesio/calcio mixto.

También se describe el uso de un catibn multivalente tal como se describe en el presente documento en la
fabricacién de un complejo de quelato de oligonucleétido.

También se proporciona el uso del complejo de quelato de oligonucleétido tal como se describe en el presente
documento, la formulacion de oligonucledtido descrita en la presente memoria, 0 una composicion farmacéutica
descrita en este documento para suprimir o reducir las reacciones secundarias de la inyeccion subcutanea en un
sujeto de dicho oligonucleotido administrado subcutdneamente.

También se proporciona el uso del complejo de quelato de oligonucledtido, tal como se describe en el presente
documento, la formulacién de oligonucledtido descrita en la presente memoria, 0 una composicién farmacéutica
descrita en este documento para la estabilizacién de un oligonucleétido en una solucién acuosa.

La expresidn "anti-coagulacién" se entiende que significa la inhibicién de la coagulacién normal de la sangre o la
formacion de coagulos.

La expresion "quelacion" se pretende que signifique el secuestro o la retirada de la reaccion de la solucion libre de
un contraion (negativo o positivo) por otra molécula capaz de unirse al contra-ion, formando un complejo quelatado.

La expresion "cation metalico divalente” se pretende que signifique cualquier cation de metal que pueda existir de
forma natural en el estado de carga 2 + y que incluya metales alcalinotérreos (elementos del grupo 2 de acuerdo con
la nomenclatura de la IUPAC), metales de transicion, metales de post-transicion, metaloides o lantanidos.

La expresion "cation de metal trivalente" se pretende que signifique cualquier catién de metal que exista de forma
natural en el estado de carga 3+ y que incluya metales de transicion, metales de post-transicion, metaloides,
lantanidos o actinidos.

Breve descripcion de los dibujos
A continuacion se hara referencia a los dibujos que se acompafian:

La Fig. 1 ilustra las caracteristicas fisico-quimicas comunes de los ON. A) Co-separacion de REP 2006 y un
fosforotioato ON de 21 mer con una secuencia definida por cromatografia liquida de alta resolucién. B) Identificacion
de especies en el ON de 21 mer mediante espectroscopia de masas. C) ldentificacién de las especies en el REP
2006 ON mediante espectroscopia de masas.

La Fig. 2 ilustra la formacién de complejos de quelato de ON-calcio por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafios 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON degenerados marcados con fluorescencia utilizando reaccién con
fosforotio (REP 2006-FL), reaccién con fosforotio + 2' O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP 2086-FL)
y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia de la
formacion del complejo de quelato de ON se demostr6 mediante el uso de oligonuclettidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucledétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-calcio se demostré mediante la combinacidon de concentraciones crecientes de
cloruro de calcio de calidad ACS con oligonucledtidos marcados con FITC en solucién y monitorizando la formacién
de complejos de quelato de oligonucleétido por un aumento en la polarizacion de fluorescencia como se describe en
el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 3 ilustra la formaciéon de complejos de quelato de ON-magnesio por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafos 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reaccion con fosforotio + 2' O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
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2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostré mediante el uso de oligonucleétidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucleétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-magnesio se demostré6 mediante la combinaciéon de concentraciones crecientes de
cloruro de magnesio de calidad ACS con oligonucleétidos marcados con FITC en solucidon y monitorizando la
formacién de complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizacion de fluorescencia como se
describe en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 4 ilustra la formacién de complejos de quelato de ON-cobalto por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafos 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccion
con fosforotio (REP 2006-FL), reaccion con fosforotio + 2' O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostré mediante el uso de oligonucleétidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucleétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-cobalto se demostr6 mediante la combinacion de concentraciones crecientes de
cloruro de cobalto de grado ACS con oligonucleétidos marcados con FITC en solucidon y monitorizando la formacién
de complejos de quelatos de oligonucle6tido por un aumento en la polarizacion de fluorescencia como se describe
en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 5 ilustra la formacion de complejos de quelato de ON-hierro por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafios 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reaccioén con fosforotio + 2' O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostr6 mediante el uso de oligonuclettidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucleottido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO 4). La formacién
de complejos de quelato de ON-hierro se demostré6 mediante la combinacion de concentraciones crecientes de
cloruro de hierro de grado ACS con oligonucleétidos marcados con FITC en soluciéon y monitorizando la formacion
de complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizaciéon de fluorescencia como se describe
en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 6 ilustra la formacidon de complejos de quelato de ON-manganeso por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafios 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reacciéon con fosforotio + 2° O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostr6 mediante el uso de oligonuclettidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucledétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-manganeso se demostré mediante la combinacién de concentraciones crecientes de
cloruro de manganeso de grado ACS con oligonucledtidos marcados con FITC en solucién y monitorizando la
formacion de complejos de quelatos de oligonucledtido por un aumento en la polarizacion de fluorescencia como se
describe en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 7 ilustra la formacién de complejos de quelato de ON-bario por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafos 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reaccién con fosforotio + 2° O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID N: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostré mediante el uso de oligonucleétidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucledétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacién
de complejos de quelato de ON-bario se demostré mediante la combinacion de concentraciones crecientes de
cloruro de bario de grado ACS con oligonucleétidos marcados con FITC en solucién y monitorizando la formacion de
complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizacion de fluorescencia como se describe en el
Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 8 ilustra la formacion de complejos de quelato de ON-niquel por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafios 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reaccién con fosforotio + 2° O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostré mediante el uso de oligonuclettidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucleétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-niquel se demostré mediante la combinacién de concentraciones crecientes de
cloruro de niquel de grado ACS con oligonucle6tidos marcados con FITC en solucion y monitorizando la formacién
de complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizaciéon de fluorescencia como se describe
en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.
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La Fig. 9 ilustra la formacién de complejos de quelato de ON-cobre por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafios 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reaccién con fosforotio + 2° O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostré mediante el uso de oligonucleétidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucledétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacién
de complejos de quelato de ON-cobre se demostr6 mediante la combinacién de concentraciones crecientes de
cloruro de cobre de grado ACS con oligonucleétidos marcados con FITC en solucién y monitorizando la formacién
de complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizaciéon de fluorescencia como se describe
en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 10 ilustra la formaciéon de complejos de quelato de ON-zinc por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafios 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reaccién con fosforotio + 2° O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostr6 mediante el uso de oligonuclettidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucleétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-zinc se demostré mediante la combinacion de concentraciones crecientes de cloruro
de zinc de grado ACS con oligonucleétidos marcados con FITC en solucién y monitorizando la formacién de
complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizacion de fluorescencia como se describe en el
Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 11 ilustra la formacién de complejos de quelato de ON-cadmio por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafios 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reacciéon con fosforotio + 2° O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostré6 mediante el uso de oligonucleétidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucledétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-cadmio se demostr6 mediante la combinacidon de concentraciones crecientes de
cloruro de cadmio de grado ACS con oligonucle6tidos marcados con FITC en solucidon y monitorizando la formacién
de complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizacion de fluorescencia como se describe
en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 12 ilustra la formacion de complejos de quelatos ON-mercurio por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de diversos tamafios 6 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON marcados de manera fluorescente degenerados que utilizan reaccién
con fosforotio (REP 2006-FL), reaccién con fosforotio + 2° O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP
2086-FL) y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia
de la formacion del complejo de quelato de ON se demostré6 mediante el uso de oligonucleétidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucleétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-mercurio se demostré mediante la combinacion de concentraciones crecientes de
cloruro de mercurio de grado ACS con oligonucleétidos marcados con FITC en solucién y monitorizando la
formacion de complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizacion de fluorescencia como se
describe en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 13 ilustra la formacién de complejos de quelatos ON-plomo por los ON de fosforotioato degenerados
marcados con fluorescencia: A) de varios tamafios 5 mer (REP 2032-FL), 10 mer (REP 2003-FL), 20 mer (REP
2004-FL), 40 mer (REP 2006-FL) y B) de ON degenerados marcados con fluorescencia utilizando reaccién con
fosforotio (REP 2006-FL), reaccién con fosforotio + 2° O metilribosa (REP 2107-FL) o 2' O metilribosa (REP 2086-FL)
y diferentes secuencias (poli C-REP 2031-FL; SEQ ID NO: 4). La naturaleza dependiente no de secuencia de la
formacion del complejo de quelato de ON se demostr6 mediante el uso de oligonucledtidos degenerados, pero
también se demuestra usando un oligonucleétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ ID NO: 4). La formacion
de complejos de quelato de ON-plomo se demostré mediante la combinacién de concentraciones crecientes de
cloruro de plomo de grado ACS con oligonucleétidos marcados con FITC en solucién y monitorizando la formacion
de complejos de quelatos de oligonucleétido por un aumento en la polarizaciéon de fluorescencia como se describe
en el Ejemplo 1. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 14A ilustra las caracteristicas quimicas generales de los ON que no son dependientes de la secuencia ON.
Independientemente de la secuencia, cualquier ON existe como un polimero que tiene ambas actividades hidréfobas
e hidrdfilas. La reaccién con fosforotio (representada en la estructura quimica en esta figura) sirve para aumentar la
hidrofobicidad del polimero ON pero no afecta a la hidrofilia. La Fig. 14B conceptualiza la naturaleza de la quelacion
del oligonucleodtido de cationes de metal divalente y trivalente. Los cationes metdlicos (representados por circulos
sélidos grises) enlazan las superficies hidréfilas de los polimeros ON via puentes de iones metalicos (representados
por elipses) entre dos o tres &tomos sin puente de oxigeno o azufre en los enlaces fosfodiéster.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 598 556 T3

La Fig. 15 ilustra el modelo del comportamiento en disolucion de los ON en presencia de cationes de metales
divalentes en diferentes ON y a concentraciones de los cationes del metal divalente. A) Bajas concentraciones de
cation metdlico divalente/trivalente, bajas concentraciones de ON dieron dimeros o complejos de quelatos de ON de
orden inferior. B) El aumento de las concentraciones de cationes de metal divalente/trivalente producen mas
formacion completa del complejo de quelato de ON en la solucién. C) Un mayor incremento en las concentraciones
de ON en presencia de metales divalentes o trivalentes son capaces de producir complejos de quelatos de ON de
orden superior con el aumento de las concentraciones de metales. Todos los complejos de quelatos en (A) a (C) son
solubles en solucién acuosa por tener superficies hidrofilicas todavia expuestas al ambiente acuoso manteniendo asi
la solubilidad. D) En concentracion suficiente de ON y del metal, todas las superficies hidréfilas son ahora
constrefiido dentro de los complejos de quelato de ON, dejando solo las superficies hidrofébicas expuestas al
ambiente acuoso. Esto resulta en la precipitacion del complejo de quelato de ON.

La Fig. 16 ilustra el efecto del comportamiento de la solucién de complejos de quelatos fluorescentes-ON sobre la
polarizacion de fluorescencia. Con el aumento de la concentraciéon de metal, el tamafio (y masa) de la formacion del
complejo de quelato de ON también aumenta (véase la Fig. 15) y, por lo tanto, se mueve con mayor lentitud en la
solucion. Este movimiento de rotacion mas lento del complejo en la solucion conduce a un aumento de la
polarizacion de fluorescencia y a un valor incrementado de mP.

La Fig. 17 muestra la formacion de complejos de quelato ON con cloruro de calcio o sulfato de calcio, como se mide
por la polarizacién de fluorescencia. A) la formacion del complejo de quelato de ON con REP 2055-FL (SEQ ID NO:
6) y REP 2056-FL (SEQ ID NO: 7). B) la formacion del complejo de quelato de ON con REP 2033-FL (SEQ ID NO: 5)
y REP 2029-FL (SEQ ID NO: 2). Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones por
duplicado.

La Fig. 18 muestra la formacién de complejos de quelatos ON con cloruro de calcio o sulfato de calcio, como se
mide por la polarizacion de fluorescencia. A) ausencia de formacion de complejos de quelatos de ON con REP 2028-
FL y la formacion del complejo de quelato de ON con REP 2057-FL (SEQ ID NO: 8). B) la formacion del complejo de
guelato de ON con REP-FL 2120 y 2030 REP-FL. Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las
mediciones por duplicado.

La Fig. 19 muestra la formacion de complejos de quelato ON con cloruro de calcio o sulfato de calcio, como se mide
por la polarizacion de fluorescencia. A) la formacién del complejo de quelato de ON con REP 2129-FL (SEQ ID NO:
12) y REP 2126-FL (SEQ ID NO: 9). B) la formacion del complejo de quelato de ON con REP 2128-FL (SEQ ID NO:
11) y REP 2127-FL (SEQ ID NO: 10). Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las mediciones
por duplicado.

La Fig. 20 muestra la formacion de complejos de quelato ON con cloruro de calcio o sulfato de calcio, como se mide
por la polarizacién de fluorescencia. A) quelato ON con REP 2139-FL (SEQ ID NO: 13) y REP-2006 FL. B) la
formacion del complejo de quelato ON con REP 2045-FL y REP 2007-FL. Los valores representan la media +/-
desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 21 muestra la formacion de complejos de quelato ON con cloruro de magnesio o sulfato de magnesio segun
lo medido por la polarizacién de fluorescencia. A) la formacién del complejo de quelato de ON con REP 2055-FL
(SEQ ID NO: 6) y REP 2056-FL (SEQ ID NO: 7). B) la formacién del complejo de quelato de ON con REP 2033-FL
(SEQ ID NO: 5) y REP 2029-FL (SEQ ID NO: 12). Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las
mediciones por duplicado.

La Fig. 22 muestra la formacion de complejos de quelato ON con cloruro de magnesio o sulfato de magnesio, segun
lo medido por la polarizacion de fluorescencia. A) ausencia de la formacion de complejos en quelato ON con REP
2028-FL (SEQ ID NO: 11) y la formacion de complejos de quelato ON de REP 2057-FL (SEQ ID NO: 8). B) la
formacion de complejos de quelato ON con REP 2120-FL y REP 2030-FL (SEQ ID NO: 3). Los valores representan
la media +/- desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 23 muestra la formacién de complejos de quelato ON con cloruro de magnesio o sulfato de magnesio, segun
lo medido por la polarizacion de fluorescencia. A) la formacién de complejos de quelato ON con REP 2129-FL (SEQ
ID NO: 12) y REP 2126-FL (SEQ ID NO: 9). B) la formacion de complejos de quelato ON con REP 2128-FL (SEQ ID
NO: 11) y REP 2127-FL (SEQ ID NO: 10). Los valores representan la media +/- desviacion estandar de las
mediciones por duplicado.

La Fig. 24 muestra la formacion de complejos de quelato ON con cloruro de magnesio o sulfato de magnesio, segun
lo medido por la polarizacion de fluorescencia. A) quelato ON con REP 2139-FL (SEQ ID NO: 13) y REP-2006 FL. B)
la formacion de complejos de quelato ON con REP 2045-FL y REP 2007-FL. Los valores representan la media +/-
desviacion estandar de las mediciones por duplicado.

La Fig. 25 muestra la formacion de dos diferentes complejos de quelato ON bicatenarios en presencia de cloruro de
calcio o cloruro de magnesio, tal como se mide por la polarizacion de fluorescencia. Los ON de doble cadena se
prepararon mediante la hibridacion de REP 2055-FL (SEQ ID NO: 6) con REP 2033-FL (SEQ ID NO: 5) y REP 2057-
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FL (SEQ ID NO: 8) con REP 2056-FL ( SEQ ID NO: 7). Los valores representan la media +/- desviacién estandar de
las mediciones por triplicado.

La Fig. 26 muestra la formacién de diversos complejos quelatos ON sélo en presencia de cationes metalicos
divalentes (Mg®* y Ca®") y no en presencia de cationes monovalentes (Na*, K o NH4"). Los valores representan la
media +/- desviacién estandar de las mediciones por triplicado.

La Fig. 27 muestra el efecto anti-coagulacion de la adiciéon de varias concentraciones de ON de diferentes tamafios
(REP 2004, REP 2006) y diferentes quimicas (REP 2006, REP 2107) a la sangre humana. La forma no dependiente
de la secuencia de esta interaccion se demostré mediante el uso de oligonucleétidos degenerados (REP 2004, REP
2006, REP 2107) pero también se demostré utilizando un oligonucleétido especifico de secuencia (REP 2031; SEQ
ID NO: 4). La anti-coagulaciéon de la sangre en presencia de estos compuestos se controlé midiendo el tiempo de
pro-trombina (PTT) y comparandolo con PTT en presencia de una solucion salina normal en la sangre utilizando
metodologias de ensayo de laboratorio clinico aceptadas. La relacion de PTT en presencia y ausencia del farmaco
da lugar a la relacion normalizada (NR). Una NR de 1 indica la actividad normal de la coagulacion de la sangre y un
NR superior a 1 indica que la actividad de coagulacién de la sangre se ha deteriorado (anti-coagulacion).

La Fig. 28 muestra la supresion del efecto anti-coagulacion de oligonucleétidos mediante la adicién de CaCl.. REP
2055 (un fosforotioato 40 mer con la secuencia (AC)2; SEQ ID NO: 6) se afiadié a la sangre a 2,5 mM, una
concentracién que induce una significativa anti-coagulacion de la sangre. REP 2055 se combind con diversas
combinaciones de CaCl; y los efectos de cada concentracion de CacCl, afiadida se determinaron utilizando
metodologias de ensayo de laboratorio clinico aceptadas. La anti-coagulacion de la sangre en presencia de estos
compuestos se control6 midiendo el tiempo de pro-trombina (PTT) y comparandolo con PTT en presencia de
solucion salina normal en la sangre utilizando metodologias de prueba aceptadas. La relacion de PTT en presencia y
ausencia de farmaco produce la relacién normalizada (NR). Una NR de 1 indica la actividad normal de la
coagulacién de la sangre y una NR superior a 1 indica que la actividad de coagulacion de la sangre se ha
deteriorado (anti-coagulacion).

La Fig. 29 muestra el efecto de quelacion de calcio del tratamiento de ON cronico en calcio sérico total en pacientes
con enfermedad hepética cronica. Los pacientes que no recibieron suplementacién mineral se muestran en (A) y los
pacientes que recibieron suplementacién, mientras se someten al tratamiento de ON, se muestran en (B).

Descripcion detallada

Se describe en este documento una demostracion de los cationes metélicos divalentes diversos de los quelatos ON,
tales como el calcio, magnesio, cobalto, hierro, manganeso, bario, niquel, cobre, zinc, cadmio, mercurio y plomo. Se
demuestra ademas que la quelacién de estos cationes divalentes da como resultado la formacion de complejos de
qguelato ON compuestos de dos o mas ON unidos a través de cationes metalicos y que produce tal como se
ejemplifica, pero no limitado a, los ON entre 6 y 80 nucleétidos de longitud, y en presencia de oligonucleotidos de
fosfodiéster o fosforotioato. La quelacion se produce también con oligonucleétidos que contienen o no
modificaciones 2' en la ribosa. Por otra parte, la quelacion de los cationes de metales no depende de la secuencia de
nucleétidos presentes sino que en cambio se basa en las caracteristicas fisicoquimicas comunes a todos los
oligonucledtidos (véase la Fig. 14A).

En este documento se presenta el descubrimiento que los oligonucleétidos en soluciones acuosas que contienen
cualquier cation de metal simple que sea divalente (tal como por ejemplo, pero no limitado a, ca”, Mg2+, Fe2+) no
existen como sales, sino mas bien como complejos quelados de los ON. Estos complejos se componen de dimeros
de oligonucledtidos u organizaciones moleculares de orden superior en las que los ON estan unidos en sus cadenas
principales de fosfodiéster a través de puentes de iones de metal divalente (véase la Fig. 14B). A concentraciones
especificas de ON y de cationes metdlicos, estos complejos quelados son estables y solubles en solucion acuosa y
secuestran eficazmente cualesquiera cationes divalentes en los complejos de quelato de ON de la interaccion de la
solucion. Esta formacion de complejos de quelato también es probable que ocurra con cationes metéalicos simples
con una carga de 3+ 0 mayor (tal como se representa en la Fig. 14B). Por lo tanto, los ON funcionan como quelatos
de cationes divalentes y no forman sales con cationes divalentes.

Es importante destacar que la formacién de complejos de quelato de oligonucleétido no se produce con cationes
monovalentes tales como Na“, K* o NH4" y, por lo tanto, es poco probable que no ocurra con cualquier catién
monovalente. Por lo tanto, la expresion "sal de oligonucledtido” esta especificamente limitada solamente a las sales
de oligonucleétidos con cationes monovalentes o con cationes que no forman complejos de quelatos con
oligonucledtidos y se usa incorrectamente para describir oligonucleétidos existentes en solucion o en forma de polvo
con cationes metdlicos divalentes (o incluso cationes trivalentes de metales).

El estandar en la técnica ensefia claramente la administracion de ON s6lo como sales de sodio. Esto se ejemplifica
por la administracion de numerosos oligonucleétidos en ensayos clinicos como sales de sodio, que incluyen
Fomivirisen (ISIS 2922), Mipomersen (ISIS 301012), Trecovirsen (GEM 91), Custirsen (OGX-011/ISIS 112989),
Genasense (G3139) y Aprinocarsem (ISIS 3531/LY 900003) (Geary et al., 2002, Clin. Pharmacokinetics, 41: 255-
260; Yu et al., 2009, Clin. Pharmacokinetics, 48: 39-50; Sereni et al., 1999, J. Clin. Pharmacol, 39: 47-54; Chi et al.,
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2005, J. Nat. Canc. Inst., 97: 1287-1296; Marshall et al., 2004, Ann. Oncol., 15: 1274-1283; Grossman et al, 2004,
Neuro-Oncol., 6: 32-40).

También se describe que la anti-coagulacion de la sangre por oligonucleétidos esta causada por la quelacion de
calcio por oligonucleétidos, como se muestra por la inversion de la anti-coagulacion inducida por oligonucleétido por
la restauracion del calcio libre normal en la sangre mediante la adicién de cloruro de calcio.

También se proporciona en este documento una demostracion de que las reacciones en el lugar de inyeccion
observadas con inyecciones subcutaneas de oligonucleétidos (induracién, inflamacion, sensibilidad y dolor) se
deben, al menos en parte, a la quelacién local del calcio y, posiblemente, a otros cationes divalentes tales como
magnesio en el sitio de inyeccién por oligonucleétidos, como se muestra por la inhibiciéon de las reacciones en el
lugar de inyeccion (ISR) por la inyeccién de ON preparado como un complejo de quelato de calcio.

La polarizacién de fluorescencia es un método comun utilizado para examinar las interacciones intermoleculares. En
esta técnica, el cebo (es decir, cualquier ON) se marca con un marcador fluorescente (por ejemplo, FITC). En
solucidn, la molécula de cebo cae libremente en solucion debido al movimiento browniano que resulta en una mala
emision de fluorescencia polarizada cuando el cebo se somete a excitacion con la longitud de onda correcta de la
luz. Con un ligando de peso molecular suficiente (al menos el mismo tamafio que el cebo), la interaccién entre el
cebo y el ligando presenta una inhibicién sustancial del volteo del complejo en solucion. Como resultado de este
volteo inhibido en solucién, la emision de fluorescencia se polariza de manera significativa tras la excitacién. Asi, con
esta técnica, las interacciones pueden ser medidas en solucion sin limitaciones fisicas en cada pareja de union. La
polarizacion de fluorescencia se expresa como la mP adimensional, que es directamente proporcional a la fraccion
de moléculas de cebo unidas en la reaccién. Por ejemplo, si una fraccion muy pequefia de moléculas de cebo se
unen por un ligando particular, habria muy poco de polarizacion de fluorescencia y los valores de mP en
consecuencia serian pequefios. En el otro extremo del espectro, si una gran proporcion de moléculas de cebo se
unieran por un ligando particular (0 con una mayor concentracion de ligando), no habria polarizacion de
fluorescencia sustancial y en consecuencia grandes valores de mP. De esta manera, las isotermas de union para
interacciones particulares de cebo-ligando se pueden generar mediante la variacion de las concentraciones de
ligando en presencia de una cantidad fija de cebo marcada fluorescentemente.

En este documento se emplean diversos ON marcados con fluorescencia para examinar su formacién de complejos
en presencia de cationes monovalentes y bivalentes. Aunque el seguimiento de la formacién de complejos por la
polarizacién de fluorescencia requiere que estos ON estén marcados fluorescentemente, este marcador se fija al ON
en el extremo 3' a fin de no interferir ni con la base nitrogenada ni con el esqueleto del fosfodiéster del ON en
cuestion. Ademas, el marcador fluorescente se mantiene lejos del ON por un enlazador de carbono de 3 rigido para
excluir cualquier perturbacion del comportamiento normal en solucién. Asi, cualquier formacion del complejo ON
observada en el presente documento usando polarizacion de fluorescencia con un ON marcado con fluorescencia es
una representacion exacta del comportamiento de la solucion de ON sin marcar (ya sea complejado o no).

El término oligonucledtido (ON) se refiere a un oligdmero o polimero de &cido ribonucleico (RNA) y/o &cido
desoxirribonucleico (ADN) y/o analogos de los mismos. Este término incluye oligonucleétidos compuestos de
nucleobases de origen natural, azicares y uniones de internucleosidico covalentes (estructura), asi como
oligonucledtidos que tienen porciones no de origen natural que funcionan de manera similar. Tales oligonucleétidos
modificados o sustituidos a menudo se prefieren respecto a las formas nativas debido a que tienen propiedades
deseables tales como, por ejemplo, la captacion celular mejorada, afinidad aumentada para el acido nucleico diana y
una mayor estabilidad en presencia de nucleasas.

En la presente solicitud, la expresion "oligonucleétido degenerado” se pretende que signifique un oligonucleétido
monocatenario que tiene una oscilacion (N) en cada posicion, tal como NNNNNNNNNN. Cada base se sintetiza
como una oscilacién tal que este ON en realidad existe como una poblacién de diferentes secuencias generadas al
azar de la misma longitud y propiedades fisicoquimicas. Por ejemplo, para un 40 bases de longitud degeneradas de
ON, cualquier secuencia particular en la poblacion seria teéricamente representada sélo por 1/4*° 08,3 x 10% de la
fraccion total. Teniendo en cuenta que 1 mol = 6,022 x 10% moléculas, y el hecho de que ninguna sintesis de
degenerados ha superado 2 mmoles hasta la fecha, cualquier oligonucledtido con una secuencia especifica presente
de manera efectiva no existe mas de una vez en cualquier preparacion. Por lo tanto, cualquier formacion de
complejos observada en tal preparacién debe ser debida a las propiedades fisicoquimicas no dependientes de la
secuencia (o independiente de la secuencia) de los oligonucle6tidos ya que cualquier oligonucleétido particular de
una secuencia definida, siendo Unico en la preparacién, no se puede esperar que contribuya a ninguna actividad
derivada de su secuencia de nucleétidos especifica.

Como una ilustracion adicional de este concepto, el Ejemplo | compara la caracterizacion de REP 2006 (un mer 40
de ON con una secuencia fosforotioada degenerada) con un 21 mer de una secuencia definida por cromatografia
liquida de alta resolucién y espectrometria de masas y muestra claramente que cualquier ON con una tamafio
similar y modificacién quimica (es decir, reaccidon con fosforotio) tendra caracteristicas fisicoquimicas muy similares
(si no idénticas) que no estaran afectadas por la secuencia de nucleétidos presentes.
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Los oligonucleétidos pueden incluir diversas modificaciones, por ejemplo, modificaciones estabilizantes, y por lo
tanto pueden incluir al menos una modificacién en el enlace fosfodiéster y/o en el azlcar, y/o en la base. Por
ejemplo, el oligonucleétido puede incluir, sin limitacién, uno o méas enlaces fosforotioato, enlaces de fosforoditioato,
y/o enlaces metilfosfonato. Diferentes enlaces modificados quimicamente compatibles se pueden combinar, por
ejemplo, modificaciones en las condiciones en las que las sintesis sean quimicamente compatibles. Mientras que los
enlaces modificados son utiles, los oligonucleétidos pueden incluir enlaces fosfodiéster donde las propiedades fisico-
quimicas generales del polimero de oligonucleétido no se vean sustancialmente afectadas. Modificaciones Utiles
adicionales incluyen, sin limitacién, las modificaciones en la posicién 2 'del azlcar, tales como modificaciones de 2'-
O-alquilo, tales como modificaciones 2'-O-metilo, modificaciones de 2'-amino, modificaciones de 2'-halo tal como 2'-
fluoro; analogos de nucleétidos aciclicos. Otras modificaciones son también conocidas en la técnica y se pueden
utilizar tales como el bloqueado de acidos nucleicos. En particular, el oligonucleétido ha modificado los enlaces a lo
largo de, por ejemplo, fosforotioato; tiene un 3'- y/o 5'-cap; incluye una unién 3'-5' terminal; el oligonucleétido es o
incluye un concatemero que consta de dos o mas secuencias de oligonucleétidos unidas por un enlazador(es).

También se proporciona una composiciéon farmacéutica de ON en la que se previene la anti-coagulacion inducida por
el oligonucledtido usando una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo de quelato de oligonucledtido
farmacoldgicamente aceptable como se describe en el presente documento preparado usando cualquiera de los
siguientes cationes metalicos: calcio, magnesio, cobalto, manganeso, hierro, cobre, y/o zinc. El complejo de quelato
ON también se puede preparar usando dos 0 mas cationes diferentes como se describe anteriormente. En particular,
las composiciones farmacéuticas estan aprobadas para la administracion a un ser humano, o un animal no humano
tal como un primate no humano.

También se proporciona una composicion farmacéutica de ON que previene la reaccion en el lugar de la inyeccién
con una administracion subcutdnea que contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo de quelato
ON farmacoldgicamente aceptable como se describe en el presente documento preparado mediante cualquiera de
cualquiera de los siguientes cationes metalicos: calcio, magnesio, cobalto, manganeso, hierro, cobre, y/o zinc. El
complejo de quelato ON también se puede preparar usando dos o mas cationes diferentes como se describe
anteriormente. En particular, las composiciones farmacéuticas estan aprobadas para la administracion a un ser
humano, o un animal no humano tal como un primate no humano.

También se proporciona una composicion farmacéutica ON con mejor tolerabilidad de infusion IV que contiene una
cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo de quelato ON farmacolégicamente aceptable prepard utilizando
cualquiera de los siguientes cationes metdlicos: calcio, magnesio, cobalto, manganeso, hierro, cobre y/o zinc . El
complejo de quelato ON también se puede preparar usando dos o mas cationes diferentes como se describe
anteriormente. En particular, las composiciones farmacéuticas estdn aprobadas para la administracion a un ser
humano, o un animal no humano tal como un primate no humano.

También se proporciona una composicion farmacéutica ON que previene la deficiencia inducida por el
oligonucledtido de calcio, magnesio, hierro, manganeso, cobre o zinc utilizando una cantidad terapéuticamente
eficaz de un complejo de quelato ON farmacolégicamente aceptable usando cualquiera de los siguientes cationes
metdlicos: calcio, magnesio, cobalto, manganeso, hierro, cobre, y/o zinc. El complejo de quelato ON también se
puede preparar usando dos 0 mas cationes diferentes como se describe anteriormente. En particular, las
composiciones farmacéuticas estan aprobadas para la administracién a un ser humano, o un animal no humano tal
como un primate no humano.

También se proporciona una composicion farmacéutica ON con estabilidad de almacenamiento mejorada que
contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo de quelato ON farmacoldgicamente aceptable usando
cualquiera de los siguientes cationes metdlicos: calcio, magnesio, cobalto, manganeso, hierro, cobre y/o zinc. El
complejo de quelato ON también se puede preparar usando dos o mas cationes diferentes como se describe
anteriormente. En particular, las composiciones farmacéuticas estan aprobadas para la administracion a un ser
humano, o un animal no humano tal como un primate no humano.

También se describe una composicion farmacéutica ON con baja semivida en suero o interaccién reducida con
proteinas de suero que contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo de quelato ON
farmacoldgicamente aceptable usando cualquiera de los siguientes cationes metalicos: calcio, magnesio, cobalto,
manganeso, hierro, cobre y/o zinc. El complejo de quelato ON también se puede preparar usando dos o mas
cationes diferentes como se describe anteriormente. En particular, las composiciones farmacéuticas estan
aprobadas para la administracion a un ser humano, o un animal no humano tal como un primate no humano.

Ademas, las composiciones anteriores pueden incluir vehiculos fisiologicamente y/o farmacéuticamente aceptables,
adyuvantes, vehiculos y/o excipientes. Las caracteristicas del vehiculo pueden depender de la ruta de
administracion. La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable, adyuvante, portador y/o excipiente" se refiere a
un vehiculo, adyuvante, portador o excipiente que se puede administrar a un sujeto, incorporado en una composicion
de la presente invencién, y que no destruye la actividad farmacolégica en éste. Vehiculos farmacéuticamente
aceptables, adyuvantes, portadores y excipientes que se pueden usar en las composiciones farmacéuticas descritas
en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: intercambiadores de iones, alimina,
estearato de aluminio, lecitina, sistemas de administracion de farmacos auto-emulsionantes ("SEDDS"),
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tensioactivos usados en formas de dosificacion farmacéuticas tales como Tweens u otras matrices de suministro
poliméricas similares, proteinas de suero tales como albimina de suero humano, sustancias tampén tales como
fosfatos, glicina, acido soérbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales
saturados, agua, sales o electrolitos tales como sulfato de protamina, hidrégeno fosfato disédico, fosfato acido de
potasio, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias
basadas en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa sdédica, poliacrilatos, ceras, polimeros de blogue de
polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y grasa de lana. Ciclodextrinas tales como a-, B-, y y-ciclodextrina, o
derivados quimicamente modificados tales como hidroxialquilciclodextrinas, incluyendo 2- y 3-hidroxipropil-beta-
ciclodextrinas, u otros derivados solubilizados se pueden usar también para mejorar la entrega de las composiciones
de la presente invencion.

Las composiciones descritas en este documento pueden contener otros agentes terapéuticos como se describe a
continuacion, y pueden formularse, por ejemplo, mediante el empleo de vehiculos sélidos o liquidos convencionales
o diluyentes, asi como aditivos farmacéuticos de un tipo apropiado al modo de administracién deseado (por ejemplo,
excipientes, aglutinantes, conservantes, estabilizantes, aromatizantes, etc.) de acuerdo con técnicas tales como las
bien conocidas en la técnica de la formulacion farmacéutica.

Las presentes composiciones pueden, por ejemplo, ser administradas en una forma adecuada para liberacion
inmediata o liberacion prolongada. La liberacion inmediata o liberacion prolongada se puede lograr por el uso de
composiciones farmacéuticas adecuadas o, particularmente en el caso de la liberacién prolongada, por el uso de
dispositivos tales como implantes subcutaneos o bombas osméticas.

La cantidad eficaz de un compuesto descrito en el presente documento puede ser determinada por cualquier experto
ordinario en la técnica, e incluye cantidades de dosificacion ejemplares para un ser humano adulto de
aproximadamente 0,1 a 500 mg/kg de peso corporal del compuesto activo por dia, que puede ser se administrada en
una sola dosis o en forma de dosis divididas individuales, tales como de 1 a 5 veces por dia. Se entendera que el
nivel de dosis especifico y la frecuencia de dosificacion para cualquier sujeto particular puede variar y dependera de
una variedad de factores incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la
duracion de accion de ese compuesto, la especie, edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del sujeto, el
modo y tiempo de administracion, la velocidad de excrecion y el aclaramiento, la combinacion de farmacos y la
gravedad de la afeccién particular. Los sujetos preferidos para el tratamiento incluyen animales, mas
preferentemente especies de mamiferos tales como seres humanos, y animales domésticos tales como perros,
gatos y similares, sujetos a trastornos asociados angiogénicos dependientes o angiogénicos.

La composicion farmacéutica también puede contener otros factores activos y/o agentes que mejoran la actividad.
Las composiciones farmacéuticas y formulaciones para la administracion pueden incluir parches transdérmicos,
pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, aerosoles, liquidos, polvos y aerosoles. Los vehiculos
farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo u oleosas, espesantes y similares pueden ser necesarios o
deseables. Otras formulaciones incluyen aquellas en las que los ON se mezclan con un agente de administracion
tépica tales como, por ejemplo, lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de &cidos grasos, esteroides, agentes
quelantes y tensioactivos. Los lipidos y liposomas preferidos incluyen neutros (por ejemplo, dioleoilfosfatidil DOPE
etanolamina, dimiristoilfosfatidil colina DMPC, diestearoilfosfatidil colina) negativos (por ejemplo, dimiristoilfosfatidil
glicerol DMPG) y catidnicos (por ejemplo, dioleoiltetrametilaminopropil DOTAP, dioleoilfosfatidil etanolamina
DOTMA) y otros agentes de administracion o moléculas. Los ON se pueden encapsular dentro de liposomas o
pueden formar complejos de los mismos, en particular los liposomas cationicos. Alternativamente, los ON pueden
complejarse a los lipidos, en particular, a los lipidos catiénicos. Los acidos grasos preferidos y ésteres incluyen, pero
no se limitan a acido araquidonico, acido oleico, acido eicosanoico, acido laurico, acido caprilico, acido céprico,
acido miristico, &cido palmitico, &cido esteérico, &cido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina,
dilaurina, 1-monocaprato de glicerilo, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, una acilcarnitina, una acilcolina, o un éster de
alquilo Ci.10 (por ejemplo, miristato de isopropilo IPM), monoglicérido, diglicérido o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

La presente descripcion se entendera mas facilmente por referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplo |
Caracterizacion de degenerados de ON

La Fig. 1A detalla la separacion por HPLC (utilizando una columna hidrofébica) de dos preparaciones de
oligonucledtidos que son co-inyectadas en la columna a la vez. La primera de ellas es el llamado patrén interno y es
un oligonucledtido de fosforotioato de 21 mer con una secuencia definida especifica, la segunda es REP 2006 (un
oligonucleétido de fosforotioato de 40 mer degenerado). Ambas especies se separan en distintos picos definidos
basados sélo en sus propiedades fisico-quimicas (es decir, el tamafio y la hidrofobicidad); la secuencia de
nucleétidos presentes en cada uno de estos ON no tiene un impacto significativo en sus propiedades fisico-quimicas
y, por tanto, no tiene impacto en su separacion. Como tal, el patron interno se eluye de la columna como un pico
bien definido con tiempo de retenciébn menor en comparacién con REP 2006, sélo se debe a la diferencia en el
tamafio de estos dos polimeros ON. Téngase en cuenta que los hombros a cada lado del pico REP 2006 se deben a
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secuencias de fallo tipicas en la produccion de oligonucleétidos mas largos. A pesar de la naturaleza heterogénea
de la secuencia de REP 2006, se resuelve de manera similar como un pico bien definido por HPLC que la secuencia
especifica de 21 mer que ilustra las propiedades fisicoquimicas comunes de todas las especies en la preparacion
REP 2006, a pesar de que hay un nimero muy grande de diferentes secuencias presentes. Después de la
separacion por HPLC de los picos REP 2006 y 21-mer, estos pueden ser sometidos a espectroscopia de masas
(MS) para identificar las especies presentes dentro de estos picos definidos (Figs. 1By 1C).

En la fig. 1B, el 21 mer se resuelve en una sola especie con PM 7.402,6 Da, consistente con este PS-ON que tiene
una secuencia definida. Sin embargo, el andlisis MS de REP 2006 (Fig. 1C) revela un nimero extremadamente
grande de especies presentes cuyo rango de masas tiene una distribucion normal casi perfecta, de acuerdo con su
naturaleza completamente degenerada. Este rango de masas va de Cyo (la especie mas pequefia) a A4 (la especie
mas grande) y la prevalencia de estas especies son extremadamente pequefias, con el nUmero de especies en
aumento (intensidad maxima) cuando su masa se acerca al centro del rango de masas. Esto se debe a que un
namero cada vez mayor de diferentes secuencias resultara en una masa similar. El hecho de que todas las especies
ON diferentes presentes en REP 2006 tendran el mismo tiempo de retenciéon en una columna hidréfoba durante la
separacion por HPLC demuestra claramente que todos los ON del mismo tamafio y con las mismas modificaciones
guimicas (es decir, reaccion con fosforotio) tendran propiedades fisicoquimicas muy similares (si no idénticas) vy,
como tal, puede considerarse funcionalmente similares en cualquier aplicacion o propiedad que no dependa de la
secuencia de nucleotidos presentes en una molécula ON particular. Por lo tanto, cualquier formacion de complejo de
guelato ON observado con cualquier ON degenerado particular, (por ejemplo, REP 2003, REP 2004), no puede
depender de la secuencia de oligonucledtidos presente y debe depender de las propiedades fisicoquimicas
conservadas de cualquier ON.

Ejemplo Il
Los ON forman complejos de quelatos con diversos cationes metélicos divalentes

La interaccion de sales de amonio de oligonucleétidos con diversos cationes de metal divalente se examiné
mediante polarizacion de fluorescencia (FP) como se describe anteriormente. Durante la sintesis de
oligonucledtidos, cada oligonucleétido fue conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en el extremo 3' por un
enlazador rigido 3 de carbono utilizando reactivos bien establecidos y protocolos de sintesis. Estos oligonuclettidos
se escindieron de la sintesis y quedaron como sales de amonio. Los oligonucleétidos utilizados en este ejemplo se
describen en la Tabla 1.

Tabla 1

ON utilizados en el Ejemplo Il

Oligonucledtido Secuencia (5 '- 3') Modificaciones
REP 2032-FL Ne PS

REP 2003-FL N1o PS

REP 2004-FL N20 PS

REP 2006-FL Nao PS

REP 2107-FL Nao PS +2° O Me
REP 2086-FL Nao 2' 0 Me
REP 2031-FL Ca0 (SEQ ID NO: 4) PS

N = secuencia degenerada (incorporacién aleatoria de A, G,C o T)
PS = reaccion con fosforotio en cada enlace
2' O Me = 2' O metilacién en cada ribosa

Los oligonucledtidos 3' FITC marcados utilizados fueron REP-2032 FL (un mer 6 de oligodesoxinucleotido
degenerado fosforotioado), REP-2003 FL (10 mer de oligodesoxinucleotido degenerado fosforotioado), REP-2004 FL
(20 mer de oligodesoxinucledtido degenerado fosforotioado), REP 2006-FL (un mer 40 de oligodesoxinucledtido
degenerado fosforotioado), REP 2031-FL (un 40 mer de oligodesoxinucleétido fosforotioado de poli citosina; SEQ ID
NO: 4), REP 2107-FL (un 40 mer de oligonucleétido degenerado fosforotioado con cada ribosa modificada por 2° O
metilacién) y REP-2086 FL (un 40 mer de oligonucleétido degenerado fosforotioado que tiene cada ribosa
modificada por 2' O metilacion). Cada uno de estos ON se prepardé como una solucién madre 0,5 mM en TRIS 1 mM
(pH 7,2). Estas soluciones madre se usaron para preparar soluciones de ON fluorescentes 3 nM en tampén FP
(TRIS 10 mM, NaCl 80 mM, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM y 0,1% de Tween®-20). EDTA estaba presente
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para eliminar cualesquiera metales divalentes presentes en la solucién antes de las mediciones de FP. Cada una de
estas soluciones tampdn también contenia NaCl 80 mM para evaluar la formacién del complejo ON en presencia de
un exceso molar de cationes monovalentes (en cada gréafica en las Figs. 2 a 13 se denota como la concentracion de
cloruro de metal 0 mM). A cada ON fluorescente en solucion se afiadieron diversas cantidades de sales de cloruro
de grado ACS de metales divalentes (2+). Estas sales incluyen cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de
cobalto, cloruro de hierro, cloruro de manganeso, cloruro de bario, cloruro de niquel, cloruro de cobre, cloruro de
zinc, cloruro de cadmio, cloruro de mercurio y cloruro de plomo. La formacién de dimeros o complejos de quelatos
de orden superior ON se controld6 mediante un aumento de la polarizacién de la fluorescencia (cuantificada por la
unidad adimensional "mP"), de modo que el aumento de la formacion de complejos de quelato ON dio lugar a
cambios mas grandes en la masa. El movimiento de rotacion mas lento resultante de estos complejos de quelato ON
en solucién conduce a un aumento de la polarizacién de la fluorescencia emitida (véase la Fig. 16). Los resultados
de estos experimentos se presentan en las Figs. 2-13. En cada caso, se observaron aumentos significativos en la
polarizacion de fluorescencia con todos los ON en presencia de todos los cationes divalentes, pero no en presencia
de un exceso molar alto de Na+ (suministrado como NaCl), lo que indica la formacién de complejos de quelato ON
con solamente cationes metdlicos divalentes .

Estos resultados demuestran lo siguiente:

- Los ON en presencia de NaCl 80 mM no exhiben ninguna formacion detectable de dimeros o cualesquiera otros
complejos de orden superior.

Los ON forman dimeros y complejos de orden superior en presencia de los siguientes cationes metalicos divalentes
cuando existen en el estado de carga 2+: calcio, magnesio, cobalto, hierro, manganeso, bario, niquel, cobre, zinc,
cadmio, mercurio y plomo. La formacion de estos complejos ON implica la interaccion de los ON con estos cationes
de metales divalentes.

- La formacion de complejos ON no puede ser debida a la hibridacion entre las bases nitrogenadas via las
interacciones de Watson-Crick tradicionales, debido a la naturaleza degenerada de los ON probados. Ademas, REP
2031 (SEQ ID NO: 4) no puede auto-hibridarse bajo las condiciones experimentales empleadas.

- La formacion de complejos ON es estable y soluble en solucion acuosa y ya que estos complejos parecen
incorporar el metal divalente en cuestion como parte del complejo formado, estos complejos ON tienen el efecto de
quelar el metal divalente en cuestién de la solucion en la que el complejo ON se forma.

- La quelacion de estos metales y la formacion del complejo de quelato ON no es dependiente de una secuencia de
nucleétidos particular, como se evidencia por la quelacién observada con oligonucleétidos degenerados, y tampoco
depende de las modificaciones de nucledtidos que implican modificacion de la unién fosfodiéster o del resto 2'
ribosa.

- La quelacion de estos metales se produce con oligonucleétidos de 6-40 nucleétidos de longitud.

- La quelacién de estos metales tiene lugar en presencia o ausencia de la reaccion con fosforotio o la modificacién
de 2' ribosa.

La formacion expansiva de complejos de quelatos ON con muchos otros cationes metalicos divalentes con todos los
ON en este ejemplo también sugiere lo siguiente:

- Debido a que los cationes divalentes catalizan la formacion de complejos ON y los cationes monovalentes no lo
hacen, y debido a que la formacién de complejos ON no esté ocurriendo a través de la hibridacion de la base como
se ha descrito anteriormente, la formacion de complejos de quelato ON debe implicar alguna forma de "puente i6n
metalico” entre dos ON en lugares que comparten con facilidad un electrén capaz de rellenar un orbital de electron
vacio en el cation. Los lugares mas susceptibles para este "intercambio de electrones” son los a&tomos sin puente de
oxigeno (o azufre en el caso de reaccion con fosforotio) en el enlace fosfodiéster (véase la Fig. 14B).

- Los ON bicatenarios, si se espera que el ADN o el ARN exhiban la misma formacion de complejos de quelato y por
lo tanto tener la misma propension para quelar cationes metalicos de la solucién.

- Estos puentes metéalicos deben implicar interacciones intermoleculares ya que las interacciones intramoleculares
no darian lugar a ningiin aumento significativo de fluorescencia polarizada (véase las figs. 15 A-C y 16).

- Los complejos de quelatos ON solubles existen en cualquier concentracién de ON y los cationes divalentes que no
forman precipitados del complejo de quelato (véase la fig. 14D).

Los ON no pueden formar sales con cationes de metales divalentes y no se comportan como sales en solucién
acuosa. Esto esta en contraste respecto a los cationes monovalentes (ejemplificados por el sodio en este ejemplo,
aunque también es aplicable a otros cationes monovalentes tales como potasio, litio 0 amonio) que no forman sales
con ON y se comportan como sales (electrolitos) en solucion. Ademas, aunque todos los ON utilizados en este
ejemplo eran sales de amonio, en solucién acuosa, el ion amonio probablemente se disocia del ON (como seria de

13



10

15

20

25

30

ES 2 598 556 T3

esperar de una sal) y no proporciona inhibicién para la formacién de complejos de quelatos ON por cationes
divalentes. Esto se ve reforzado por la observacién de que no parece que la sal monovalente adicional (en este caso
NaCl 80 mM) interfiera con la formacion de complejos de quelatos ON con cationes divalentes.

- Que la formacién de complejos de quelato ON se puede esperar que ocurra con cualquier metal, metal de
transicion, lantanido o elemento actinido con un estado de carga 2+ y también es probable que ocurra con iones
metalicos que pueden existir en un estado 3+ o mas alto de carga ( por ejemplo, cromo).

- Que los ON mayores que 40 mer de longitud o que albergan otras modificaciones o tienen cualquier secuencia de
nucleétidos definida particular también se puede esperar que formen complejos de quelatos ON con cationes
metdlicos divalentes, siempre que contengan enlaces que sean capaces de compatrtir electrones en la misma forma
que atomos de oxigeno no de puentes (o azufre) en los enlaces fosfodiéster tradicionales.

- Las sales de ON (por ejemplo, las sales de sodio) pueden ser Utiles para quelar metales divalentes dentro de un
paciente no humano o humano tales como, pero no limitado a: el cadmio, el mercurio, el plomo. Ademas, la
quelacién de un catiébn metalico divalente cualquiera en particular (por ejemplo, hierro) por un oligonucledtido de sal
de sodio se puede suprimir mediante la preparacion de la sal de sodio de ON como un complejo de quelato de ON
con otro cation metalico divalente (por ejemplo calcio).

- Las sales de metales distintas de las sales de cloruro también pueden permitir la formacion de complejos de
guelatos ON. Tomando a las sales de calcio como un ejemplo, otras sales de calcio compatibles con la formacién de
complejos de quelato ON pueden incluir, sin restriccion, gluconato de calcio, citrato de calcio, lactato de calcio,
malato de calcio, aspartato de calcio, fumarato de calcio, ascorbato de calcio, benzoato de calcio, eritorbato calcico,
y/o propionato de calcio.

Ejemplo llI
Los ON forman complejos de quelatos con diferentes sales de calcio y magnesio

Con el fin de demostrar adicionalmente la naturaleza universal de la formacién de complejos de quelato ON y para
demostrar también la utilidad de diferentes sales de cationes metalicos divalentes en la formacién de complejos de
quelato ON, se usaron dos formas diferentes de sales de calcio y de magnesio para preparar diversos complejos de
guelato ON con ON de diferentes secuencias especificas. Las sales usadas fueron cloruro de calcio, sulfato de
calcio, cloruro de magnesio y sulfato de magnesio. Los ON utilizados se enumeran en la Tabla 2 a continuacion. Las
condiciones de reaccion de FP eran idénticas a las del Ejemplo 1 excepto que se omiti6 el EDTA para demostrar la
formacion de complejos de quelato de ON en ausencia de cualquier efecto mediado por EDTA.

Tabla 2

ON utilizados en el Ejemplo I

Oligonucleétido Secuencia (5 - 3) SEQ. ID. NO | Modificaciones
REP 2055-FL (AC)20 6 PS
REP 2056-FL (TC)20 7 PS
REP 2033-FL (TG)20 5 PS
REP 2029-FL Aso 2 PS
REP 2028-FL Gao 1 PS
REP 2057-FL (AG)20 8 PS
REP 2120-FL N4o (C = 5 'metilcitidina) NA PS
REP 2030-FL Tao 3 PS
REP 2129-FL Ceo 12 PS
REP 2126-FL Cao 9 PS
REP 2128-FL Cso 11 PS
REP 2127-FL Cao 10 PS
REP 2006-FL Nao NA PS
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Oligonucleétido Secuencia (5 - 3" SEQ. ID. NO | Modificaciones

REP 2139-FL (A5'MeC)2o 13 PS +2' O Me
REP 2045-FL Neo NA PS
REP 2007-FL Ngo NA PS

N = secuencia degenerada (incorporacién aleatoriade A, G, Co T)
PS = reaccion con fosforotio en cada enlace

2' O Me = 2' O metilacion en cada ribosa

NA = no aplicable (la secuencia es degenerada)

Los resultados de estos experimentos se ilustran en las figs. 17-24 y demuestran que todos los ON probados
pueden formar complejos ON con diferentes sales de calcio y magnesio. Dos excepciones a esta observacion
general son REP 2028-FL (40 mer de poli G, SEQ ID NO: 1, las figuras 18A y 22A) y REP 2029-FL (40 mer de poli
A, SEQ ID NO: 2; las figuras 17B y. 21B). Ambos de estos ON son polipurinas y, especialmente en el caso de poli G,
se sabe que forman interacciones intramoleculares termodindmicamente estables (denominadas "G-cuartetos” en el
caso de extensiones de poli G) que dan lugar a estos ON que forman complejos intramoleculares fuertes, donde el
esqueleto del fosfodiéster es probable que se pliegue parcialmente dentro de este complejo o ya no pueda participar
en las interacciones de la solucion (al igual que la formacion de complejos quelato. REP 2029-FL (SEQ ID NO: 2) fue
débilmente capaz de formar complejos de quelato, lo que es probablemente debido a las débiles interacciones "A-
cuarteto" que se producen con este ON. Por lo tanto, no abarcados en el presente documento son los ON que sélo
comprenden poli Ay poli G y aptdmeros que forman interacciones intramoleculares termodinamicamente estables.
Los ON abarcados en este documento no son totalmente ON poli A o poli G y/o aptameros.

Los resultados del Ejemplo Il muestran que se pueden utilizar diferentes formas de sales de magnesio y calcio para
preparar complejos de quelatos ON e ilustrar adicionalmente lo siguiente:

- Todos los ON en el Ejemplo Il (excepto REP 2006-FL) contienen secuencias especificas que no contienen ninguna
de las secuencias palindromicas capaces de formar horquillas ni son ninguna de estas secuencias auto-
complementarias. Por lo tanto, ninguna de las formaciones del complejo de quelato de ON observadas son
atribuibles a sucesos de hibridacion.

La pobre capacidad de REP 2028-FL (SEQ ID NO: 1) y REP 2029-FL (SEQ ID NO: 2) para formar complejos de
quelatos ON sugiere que se requiere una cadena principal de fosfodiéster relajada para la formacion del complejo de
guelato ON apuntando de nuevo a la estructura del fosfodiéster como la caracteristica quimica en los ON necesaria
para la conexién de dos 0 mas ON para formar complejos de quelato.

- Cualquier ON que contenga un esqueleto de fosfodiéster se espera que serd capaz de formar complejos de
quelato, independientemente de otras modificaciones existentes, tales como la reaccion con fosforotio, la
modificacién de 2' ribosa o la modificacion del &cido nucleico bloqueado.

- Los complejos de quelatos ON se pueden formar con ON tan grandes como 80 mer de longitud y ON mayores que
80 mer de longitud también presentan el mismo comportamiento en presencia de cationes metdlicos divalentes.

Ejemplo IV
Formacion de complejos de quelato ON con ON de doble cadena

Los oligonucledtidos de doble cadena se forman a partir de dos oligonucleétidos complementarios de cadena
sencilla que en solucién acuosa se hibridan entre si a través de interacciones de Watson-Crick. Ya que los ON
bicatenarios todavia tienen un esqueleto de fosfodiéster expuesto en el exterior de la hélice de ADN formada, deben
ser capaces de formar complejos de quelato en presencia de cationes divalentes. Con el fin de probar esta hipétesis,
dos oligonucleétidos de ADN de doble cadena diferentes se prepararon mediante la hibridacién de REP 2055-FL (40
mer poli AC; SEQ ID NO: 6) con REP 2033-FL (40 mer poli TG; SEQ ID NO: 5) y REP 2057-FL (40 mer poli AG;
SEQ ID NO: 8) con REP 2056-FL (40 mer poli TC; SEQ ID NO: 7). Dado que la hibridacion de ON da como resultado
un duaplex, el incremento resultante en la masa pueden ser detectado por un aumento en la polarizacion de
fluorescencia con respecto a los Unicos ON de cadena sencilla usados para preparar el complejo. Los ON
monocatenarios (REP 2055-FL (SEQ ID NO: 6), Rep 2033-FL (SEQ ID NO: 5), Rep 2057-FL (SEQ ID NO: 8) y REP
2056-FL (SEQ ID NO: 7)) se diluyeron cada uno a 20 nM en tampoén 1 x FP. La hibridacién de los dos pares
complementarios como se identifica anteriormente también se llevé a cabo en tampoén 1 x FP (10 nM de cada ON) y
la hibridacion se confirmd por un aumento en la polarizacion de fluorescencia. Las construcciones de doble cadena
fueron entonces expuestas a CaCl, 100 mM o MgCl, 100 mM. La formaciéon de complejos de quelato se controlé
mediante un aumento adicional de la polarizacion de fluorescencia (véase la Fig. 25). Los resultados de este
experimento confirman la hibridacion con éxito de los dos pares complementarios de ON en ON bicatenarios como
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se evidencia por el aumento en la polarizacién de fluorescencia. Por otra parte, la adicion de tanto CaCl, como
MgCl, a estos ON bicatenarios resultd en un incremento adicional en la polarizacion de fluorescencia, lo que indica
que estos ON de doble cadena también pueden formar complejos de quelato en presencia de cationes metélicos
divalentes. Estos resultados también sugieren fuertemente que los ON de doble cadena pueden formar complejos de
quelatos ON con cualquier cation divalente y también se espera que tengan el efecto secuestrante de dichos
cationes divalentes de la solucién.

Ejemplo V
Diversos cationes monovalentes no forman complejos de quelato con los ON

Para demostrar mas especificamente que la formacion de complejos de quelato ON no puede ocurrir en presencia
de cationes monovalentes y que requieren especificamente cationes divalentes para su formacion, se observo la
formacion del complejo ON con muchos ON (véase el Ejemplo 2) en tampdn FP que contenia sélo una fuente de
cationes. Fue preparado tampén 1x FP que contenia sélo una de las siguientes sales: cloruro de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de amonio, cloruro de calcio o cloruro de magnesio, todas a la concentracion 80 mM de manera que
la concentracién de cationes en el tampdn de FP fuera equivalente. Los ON marcados con fluorescencia como se
describe en el Ejemplo 2 se diluyeron a 10 nM en los diferentes tampones FP y la formacién del complejo de quelato
ON se controlé por polarizacién de fluorescencia (véase la Fig. 26). En el caso de cada ON probado, la formacién
del complejo de quelato s6lo se observd con los cationes Mg? y Ca’" y no con ninguno de los cationes
monovalentes probados (Na*, K" o NH4"). Como se observa en el Ejemplo Ill, REP 2029-FL (SEQ ID NO: 2) y REP
2028-FL (SEQ ID NO: 1) muestran so6lo una formacion moderada o ninguna formacion de complejos,
respectivamente, en presencia de calcio o magnesio. Esto confirma alin mas que los ON sélo pueden formar
complejos de quelatos con cationes divalentes mientras que los ON sélo pueden existir como sales con sales
monovalentes.

Ejemplo VI
Evaluacion del contenido metalico en complejos de quelatos ON preparados en WFI

Para demostrar la amplia aplicabilidad de la preparacion del complejo de quelato ON en todos los ON, se prepararon
varios complejos de quelatos ON diferentes usando los ON y sales de cloruro de metal®** como se indica en la Tabla
3. Todos los ON utilizados en estas preparaciones eran sales de sodio que se habia desaladas para eliminar el
sodio derivado de NaCl y dejar sélo el sodio integral en la formacién de la sal ON en el ON final liofilizado. Se
prepararon complejos de quelatos ON en agua para inyeccion (WFI) disolviendo primero la cantidad prescrita de sal
sédica de ON a 50 mg/ml de concentracion y afiadiendo la cantidad prescrita de sal de cloruro de metal divalente a
la solucion de ON. Las soluciones ON antes de la adicién de cloruro de metal divalente/formacién de quelatos ON se
analizaron para el sodio y el metal relevante por espectroscopia de emision de plasma-o6ptico acoplado
inductivamente (ICP-OES). Después de la formacion de complejos de quelato ON, las muestras se desalaron
mediante ultrafiltracion utilizando un filtro de celulosa 5000 MWCO regenerado. Este filtro ha sido previamente
validado para permitir la penetracion de sales libres pero no ON o cationes unidos a ON. La solucién de retenido
(que contiene complejos de quelatos ON) se analizd para el contenido de sodio y metal mediante ICP-OES y para el
contenido de cloruro mediante cromatografia i6nica para confirmar que los metales divalentes presentes son
quelados en ON y no derivados de sales de metales divalentes presentes en la solucion de retenido (Tabla 4).

Tabla 3

Preparacion de diversos complejos de quelatos ON

ON Secuencia/quimica Quelato de metal Cloruro de metal afiadido | Concentracion
preparado (mg/100 mg de ON) de ON
REP 2004 N2o/PS Ca 10 50 mg/ml
REP 2006 Nao/PS Ca 10 50 mg/ml
REP 2006 Nao/PS Ca 20 50 mg/ml
REP 2006 Na4o/PS Ca 30 25 mg/ml
REP 2006 Na4o/PS Mg 20 50 mg/ml
REP 2006 Nao/PS Fe™ 2 25 mg/ml
REP 2107 N4o/PS, 2'OMe Ca 10 37,5 mg/mi
REP 2107 Nao/PS, 2'OMe Mg 15 37,5 mg/ml
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ON Secuencia/quimica Quelato de metal Cloruro de metal afiadido | Concentracién
preparado (mg/100 mg de ON) de ON

REP 2107 N4o/PS, 2'OMe Fe™ 2 37,5 mg/ml

REP 2138 C40/2'0OMe Ca 10 50 mg/ml
(SEQ ID N°; 14)

REP 2126 C0/PS Ca 10 50 mg/ml
(SEQ ID NO: 9)

REP 2031 Cao/PS Ca 10 50 mg/ml
(SEQ ID NO: 4)

REP 2129 Ceo/PS Ca 10 50 mg/ml
(SEQ ID N°: 12)

REP 2057 (AG)20/PS Ca 10 50 mg/ml
(SEQ ID NO: 8)

REP 2057 (AG)20/PS Mg 15 50 mg/ml
(SEQ ID NO: 8)

REP 2057 (AG)20/PS Fe™ 2 50 mg/ml
(SEQ ID NO: 8)

REP 2055 (AC)20/PS Ca 10 50 mg/ml
(SEQ ID NO: 6)

REP 2139 (A, 5MeC)0/PS, 2'OMe Ca 10 50 mg/ml
(SEQ ID N°: 13)

REP 2139 (A, 5MeC)20/PS, 2'OMe Ca 30 25 mg/ml
(SEQ ID N°: 13)

REP 2139 (A, 5MeC)20/PS, 2'OMe Mg 15 50 mg/ml
(SEQ ID N°: 13)

REP 2139 (A, 5MeC)20/PS, 2'OMe Ca, Mg 5/7,5 50 mg/ml

(SEQ ID N°: 13)

N = base degenerada (siendo una distribucién aleatoria de A, G, T o C)

PS = fosforotioato

2'0Me = 2’ O ribosa metilada

5MeC = 5'metilcitidina
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Tabla 4

Validacién del contenido metélico en diversas soluciones de complejos de quelatos ON

Solucion de pre-quelato | Post-desalacion del complejo de quelato
ON Quelato de metal (mg/100 ON ON
mg ON)
sodio metal cloruro sodio metal
REP 2004 Ca (10) 0,276% <2,0 ppm <10 ppm <0,03% 664 ppm
REP 2006 Ca (10) 0,381% <11 ppm <8 ppm 400 ppm 614 ppm
REP 2006 Ca (20) 0,443% 1,21 ppm <8 ppm 141 ppm 0,11%
REP 2006 Ca (30) 0,399% 2.0 ppm <8 ppm <110 ppm 861 ppm
REP 2006 Mg (20) 0,390% <5 ppm <9 ppm 110 ppm 564 ppm
REP 2006 Fe™ (2) 0,394% <5 ppm <10 ppm | 979 ppm 176 ppm
REP 2107 Ca (10) 0,232% <6 ppm <9 ppm 215 ppm 539 ppm
REP 2107 Mg (15) 0,237% <0,9 ppm <9 ppm 162 ppm 339 ppm
REP 2107 Fe’™ (2) 0,219% 2,5 ppm 15 ppm 0,049% 141 ppm
REP 2138
(SEQ ID NO: Ca (10) 0,210% <0,04% <10 ppm 3,2 ppm 745 ppm
14)
REP 2126
(SEQ ID NO: Ca (10) 0,266% <2,3 ppm <10 ppm <0,04% 681 ppm
9)
REP 2031
(SEQ ID NO: Ca (10) 0,222% <2,4 ppm <9 ppm <0,03% 772 ppm
4)
REP 2129
(SEQ ID NO: Ca (10) 0,236% <2,4 ppm <10 ppm <0,03% 681 ppm
12)
REP 2057
(SEQ ID NO: Ca (10) 0,257% 5.5 ppm <10 ppm 398 ppm 743 ppm
8)
REP 2057
(SEQ ID NO: Mg (15) 0,250% <1 ppm <9 ppm 177 ppm 531 ppm
8)
REP 2057
(SEQ ID NO: Fe? (2) 0,244% 0,7 ppm <9 ppm 0,101% 195 ppm
8)
REP 2055
(SEQ ID NO: Ca (10) 0,238% <6 ppm <9 ppm 351 ppm 639 ppm
6)
REP 2139 Ca (10) 0,244% <6 ppm <8 ppm 347 ppm 638 ppm
(SEQ ID NO:
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Solucién de pre-quelato | Post-desalacién del complejo de quelato
ON Quelato de metal (mg/100 ON ON
mg ON)
sodio metal cloruro sodio metal
13)
REP 2139
(SEQ ID NO: Ca (30) 0,236% <1,8 ppm <8 ppm 91 ppm 937 ppm
13)
REP 2139
(SEQ ID NO: Mg (15) 0,247% <1 ppm <9 ppm 248 ppm 472 ppm
13)
REP 2139 <9 ppm (Ca) 0,022%
(SEQ ID N°: Ca (5), Mg (7,5) 0,276% <10 ppm 0,033% (Ca)
13) ) <5 ppm (Mg) 0,314% (Mg)

Estos resultados confirman el desplazamiento parcial de sodio por calcio, magnesio o hierro (2+) en los ON que
varian en longitud desde 20 hasta 60 mer, que varian en la secuencia de los ON completamente degenerados
respecto a las tres secuencias especificas (poli C, poli CA y AG poli) y en los ON con o sin modificaciones de
fosforotioato, con o sin modificaciones de 2' ribosa y que contienen modificaciones de fosforotioato y 2' ribosa. Se
espera que la capacidad de formular ON modificados con 2' O metil ribosa en forma de complejos de quelatos se
extiendan también a ON que contienen cualquier otro modificacion de 2' ribosa tales como, pero no limitado a 2'
fluoro y 2° O metioxietilo. Ademés, demuestran que el desplazamiento de sodio significativo se logra con un minimo
aumento en el contenido de metal divalente, consistente con las estructuras del complejo de quelato descritas en la
fig. 15. Estos resultados también ilustran las diversas combinaciones de calcio, magnesio, hierro (2+) y soluciones
de sales de calcio/magnesio mezclados que se pueden utilizar para preparar complejos de quelatos ON y muestran
que cualquier solucién de sal de metal divalente 0 mezcla de soluciones de sales de metales divalentes pueden ser
del mismo modo utilizadas para preparar complejos de quelatos ON.

Por lo tanto, los complejos de quelatos ON pueden prepararse a partir de los ON que estan totalmente
fosforotioados o no, que contienen cualquier nimero de enlaces fosforotioados, que contienen al menos una
modificacién de 2' ribosa o 2' ribosa totalmente modificada o que contienen modificacion de 2' ribosa. Los ON
pueden ser ARN o ADN o un hibrido que contiene ARN y ADN. La sal de metal usada en la preparacion de un
complejo de quelato ON incluye sin restriccién una sal de calcio, una sal de magnesio, una sal de hierro, cualquier
otra sal de metal divalente.

Ejemplo VII
Preparacién de complejos de quelato ON estables en solucién salina normal

Habiendo demostrado la naturaleza ampliamente conservada de la formacion de complejos de quelato ON y la
preparacion con diferentes metales divalentes en los Ejemplos Il y lll, la preparacién de complejos de quelato de
calcio ON estables y solubles se examind en solucidon salina normal, un excipiente mas adecuado para la
administracion del complejo de quelato ON a un sujeto. Para este experimento, se utilizé una solucién de 200 mg/mli
de la sal sddica de REP 2006 en solucién salina normal como la fuente de ON. La fuente de calcio era una solucion
al 10% de CacCl, en WFI (100 mg/ml de CaCl,). Se prepararon varios complejos de quelatos de calcio de REP 2006
utilizando diferentes concentraciones de calcio y REP 2006 en soluciones de 1 ml a la temperatura ambiente (véase
la Tabla 5) de acuerdo con el siguiente protocolo: 1) poner REP 2006 en el vial, 2) afiadir una solucién salina normal
y mezclar y 3) afiadir CaCl, y mezclar. Se observaron que en estas soluciones de quelatos de calcio REP 2006
aparecia un precipitado a los 36 dias (véase la Tabla 6).
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Tabla 5

Condiciones para la preparacion de diversos complejos de quelato de calcio de REP 2006.

[REP2006] CaCl; (mg por 100 mg de REP 2006)
(mg/mi) 15 20 25 30 35 40

500 ul 500 wl 500 ul 500 ul 500 500 wl
REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 +
100 350 ul NS + 300 I NS + 250 WINS+ | 200uINS+ | 150 u/NS+ | 100 ul NS +
150 ul CaCl, 200 ul CaCl; 250 ul CaCl; 300 ul CaCl; 350 ul CaCl; 400 pl CaCl;

250 ul 250 ul 250 pl 250 l 250 ul 250 ul
REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 +
>0 675 ul NS + 650 ul NS + 625 ul NS + 600 pul NS + 575 Wl NS + 550 ul NS +
75 ul CaCl; 100 ul CaCl, 125 ul CaCl, 150 ul CacCl, 175 ul CaCl, 200 pl CaCl,

125 pl 125 ul 125yl 125yl 125 pl 125 pl
REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 + REP 2006 +
2 8375uNS+ | 825 NS+ | 8125u NS+ | 800w NS+ | 787,5u NS+ | 775u NS+
375puCaCl, | 50plCaCl, | 625uCaCl, | 75uCaCl, | 87,5u CaCl, | 100 ul CaCl

Tabla 6 Formacion de precipitado en complejos de quelato de calcio de REP 2006 a varias concentraciones de

calcioy ON
CaCl, (mg por 100 mg de PNA)
TIEMPO | [REP 2006] (mg/ml)
15 | 20 30 35 40
100 - + ++ +++ +++ ++++
1lh 50 - - - +
25 - - - -
100 R I I e I S S
24h 50 - - - + o+
25 - - R _
100 R I I e e S S
7d 50 - - - - +H+++ |
25 - - - R B _
100 S+ | A+ | A | A | |
36d 50 -+ | -+ -I+ -[+ +H+++ |
25 - - - - _ _
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- solucién clara, transparente

+ muy pequefia cantidad de precipitado blanco en el fondo del vial

++ precipitado coloidal fino, traslicido

+++ precipitado fino coloidal, opaco

++++ precipitado sobre todo en la parte inferior del tubo, pero coloides residuales presentes
+++++ precipitado en el fondo del tubo, la solucién que queda es clara y transparente

En todos los casos, las soluciones de quelatos de calcio REP 2006 mostraron un descenso de la tensién superficial
y un aumento de la viscosidad en comparacion con las soluciones de REP 2006 en ausencia de calcio (en todas las
concentraciones ensayadas), como lo demuestra un menisco mas pronunciados en el vial y en el comportamiento de
la disolucion viscosa cuando los viales se invirtieron suavemente. Este comportamiento de la solucion es consistente
con la formacion de grandes complejos multiméricos solubles (complejos de quelatos) como se representa en las
figuras 15 A-C. Incluso en aquellos viales donde se habia formado precipitado, en la solucion restante todavia
aparece este caracteristico aumento de la tensién superficial y la viscosidad. Es posible que los precipitados
formados en estas soluciones hayan adoptado las estructuras de quelato ON saturadas (e insolubles) como se
ilustra en la figura 15D formando el ON no precipitado residual y el calcio todavia quelatos solubles en la solucién.
Se espera que estos comportamientos sean generalmente representativos del comportamiento de cualquier
complejo de quelato de ON, independientemente de la longitud ON, la quimica, la estructura (de cadena sencilla o
de doble cadena) o del metal divalente presente. Ademas, estos experimentos también demuestran que mientras
gue las concentraciones mas altas de ON y de calcio pueden inicialmente formar complejos completamente
solubles, estos probablemente son dinamicamente inestables y sufren una transicion lentamente de complejos de
quelatos solubles (como en las Figs. 15 A-C) a complejos de quelatos insolubles (FIG. 15D). Por lo tanto, puede ser
deseable preparar complejos de quelatos ON a concentraciones de ON y metal tales como las que se muestran en
la Tabla 5 que tienen complejos de quelatos ON solubles que son estables en solucion. Para diferentes
combinaciones de ON y metal, las concentraciones de ON y metal dptimas resultantes en complejos de quelatos ON
soluble que permanecen solubles en solucién con el tiempo pueden variar de aquellas concentraciones que se
muestran para REP 2006 y calcio en la Tabla 5.

Los Ejemplos VI y VII describen varias combinaciones de concentraciones de ON y sal de metal divalente en
diferentes excipientes que pueden ser Utiles en la preparacion de complejos de quelatos de ON y describen
combinaciones de ON y sales de metales divalentes, o mezclas de sales de metales divalentes que dan como
resultado soluciones de complejo de quelato ON que en solucién salina normal o bien precipitan rapidamente,
precipitan lentamente o bien permanecen completamente solubles durante un periodo prolongado de tiempo. Puede
ser ventajoso utilizar las soluciones de quelatos ON con cualquiera de estas caracteristicas de estabilidad.

Por lo tanto, se pueden preparar complejos de quelatos ON usando cualquier sal ON que incluya, pero no se limite
a, una sal de sodio o una sal de amonio o una sal de sodio/amonio de ON mixta. |Idealmente, la sal ON se disuelve
en un excipiente acuoso incluyendo, pero no limitado al agua para inyeccién o solucién salina normal. La fuente de
metal divalente que se utiliza para la formacién del quelato ON puede ser una sal de cloruro, una sal de sulfato o
cualquier otra sal farmacéuticamente aceptable incluyendo, pero no restringido a, una sal de gluconato, una sal de
citrato, una sal de lactato, una sal de malato, un sal de aspartato, una sal de fumarato, una sal de ascorbato, una sal
de benzoato, una sal de eritorbato, y/o una sal de propionato. La sal puede comprender cualquiera de los siguientes
cationes metalicos divalentes: calcio, magnesio, hierro (2+), manganeso, cobre y/o zinc. Ademas, se puede usar una
mezcla de mas de una sal metalica. Dicha sal de metal se puede utilizar directamente en forma de polvo, pero se
prepara preferiblemente como una solucion acuosa en el mismo excipiente en el que se disuelve el ON. Las sales
metalicas se pueden preparar a cualquier concentracion hasta el limite de solubilidad para dicha sal de metal en
dicho excipiente. Los complejos de quelatos ON se preparan preferiblemente por adicion lenta de la solucion de sal
de metal a la solucién ON con mezcla constante para evitar la acumulacién de precipitados de quelatos ON durante
la adicion de la solucién de sal. Dependiendo de la concentracion de ON y de la sal de metal usado, las soluciones
de quelatos ON pueden formar lentamente precipitados de quelatos ON en el tiempo o permanecer completamente
solubles (véase el Ejemplo VII).

Ejemplo de referencia VIl
La quelacion del calcio sérico por los ON causa anti-coagulacion de la sangre

Los efectos anti-coagulacién de ON especificos se han descrito anteriormente, pero para demostrar los efectos anti-
coagulacién de los complejos de quelato ON en la presente descripcion, se prepararon ON no marcados con FITC
como sales de sodio de alta pureza de modo que fueran biolégicamente compatibles. Estos ON eran REP 2004,
REP 2006, REP 2107 y REP 2031 (SEQ ID NO: 4), estos son las versiones sin marcar de esos ON descritos en el
Ejemplo 1. Estos ON a diversas concentraciones (en 500 pl de solucion salina normal) se afiadieron a 5 ml de
sangre humana fresca entera recogida en tubos con citrato. El tiempo de protrombina (una medida aceptada para el
estado de coagulacion de la sangre) en la presencia de estos ON se evalu6 mediante metodologias de laboratorio
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clinicas aceptadas y se comparé con el tiempo de protrombina en presencia de volimenes iguales de solucion salina
normal. El efecto relativo sobre la coagulacion se expres6 como una relacion (PTToiigo:PT Tsolucion salina normar) Y S€
expres6 como la relacion normalizada (NR). Una NR de 1 indica el estado de coagulacion normal y una NR mayor
que 1 indica que la sangre esta anticoagulada. Los resultados de estos experimentos se ilustran en la figura 27. Para
todos los ON evaluados, se produjo un aumento dependiente de la dosis en la anti-coagulacién.

REP 2055 (SEQ ID NO: 6) es un ON de 40 mer fosforotioado con secuencia (AC)2o. El efecto de la adicion de 2,5
mM de la sal sodica de REP 2055 en el estado de coagulacién de la sangre se evalu6 como se describié
anteriormente. Para determinar si el efecto anti-coagulacion era debido a la quelacién del calcio de la sangre, fue
observado el efecto de diversas cantidades de suplementos de calcio (en forma de cloruro de calcio) en el REP 2055
(SEQ ID NO: 6) inducido por la anti-coagulacion. Los resultados de este experimento se ilustran en la figura 28.
Como se esperaba de los resultados en la Fig. 27, REP 2055 (SEQ ID NO: 6) 2,5 mM indujo una pronunciada anti-
coagulacién de la sangre. Esta anti-coagulacion fue suprimida eficazmente por la administracion de suplementos de
calcio y se pudo revertir completamente a concentraciones de cloruro de calcio superiores a 2,25 mM. Estos
resultados sugieren fuertemente que el efecto anti-coagulacion de oligonucleétidos esta mediado por la formacion de
complejos de quelato de ON en la sangre después de la administracion de ON, lo que resulta en la quelacién del
calcio como se describe en los ejemplos anteriores. Ademas, estos resultados identifican ademéas un método para la
prevencion de la anti-coagulacion de la sangre por los ON que es neutralizar el efecto quelante del ON que se
administra mediante la preparacion de ON como complejo de quelato de calcio. La neutralizacion de la quelacion de
calcio también se puede lograr con un complejo de quelato ON preparado usando sales de otro metal divalente
incluyendo, pero no limitado a: magnesio, manganeso, hierro (2+), cobre, y/o zinc. Estos métodos de la supresion de
la anti-coagulacion mediada por oligonucledtidos se puede esperar que sean eficaces con los oligonucleétidos
administrados a un sujeto humano o no humano por IV u otras vias de administracion.

Los resultados de este experimento también ponen en duda la naturaleza de la interaccién de los ON con proteinas
de suero. Los supuestos anteriores de la naturaleza de la anticoagulacion de ON fue que los ON interactuaban
directamente con las proteinas de la cascada de la coagulacion pero los investigadores percibimos que la mayoria
de estas proteinas son proteinas de proteinas que se unen al calcio o que estan implicadas en la cascada de
coagulacién dependiente de calcio (Sheerhan y Lan, 1998, Blood 92: 1617). El hecho de que la anti-coagulacion de
la sangre de los ON pueda ser neutralizada mediante la adicion de calcio y el hecho de que los ON actian como
quelantes de calcio sugiere lo siguiente:

- La unién de la proteina ON implicada en la anticoagulaciéon puede ser necesaria pero no suficiente para la
anticoagulacion -la eliminacion de calcio de las proteinas dependientes de calcio a través de su quelacion por los ON
puede ser el mecanismo por el cual los ON ejercen su actividad anticoagulante.

- Las interacciones de las proteinas ON con los componentes de la cascada de la coagulacion pueden ser ellas
mismas dependientes de calcio.

La albumina, una proteina principal de la sangre, también se une al calcio y es una parte del mecanismo de
regulacion del calcio en suero. La albumina también se sabe que interactia con los ON y que probablemente juega
un papel importante en la semivida circulante de los ON en la sangre. A partir de los resultados del experimento de
anticoagulaciéon anterior, parece que la mayor parte de las interacciones de las proteinas en la sangre puede ser
catalizada en gran parte por la funcionalidad quelante del calcio de los ON. Por lo tanto, con el fin de reducir la
interaccion de las proteinas en suero, lo que también es probable que tenga el efecto de reducir la semivida
circulante de los ON y mejorar su tolerabilidad con la administracion parenteral, los ON se pueden administrar a un
sujeto en forma de complejos de quelato de ON. Estos complejos podrian prepararse a partir de sales de calcio,
pero también pueden prepararse a partir de otras sales metalicas apropiadas con el fin de neutralizar la propension
de los ON de quelar el calcio cuando se administran. Dichos complejos ya tendrian su actividad quelacion
neutralizada y, por lo tanto, se puede esperar que tengan una interaccion reducida de forma significativa con las
proteinas del suero. Las ventajas de esta interaccién de las proteinas de suero reducida serian la tolerabilidad
mejorada del ON administrado (como un complejo de quelato) y una semivida mas corta del ON libre en la sangre.

Ejemplo de referencia IX
Desarrollo y prevencion de la hipocalcemia en sujetos humanos con tratamiento de ON crénico

Para examinar adicionalmente si la quelacién de cationes metalicos divalentes por los ON descrita en los ejemplos
anteriores tiene relevancia bioldgica en sujetos humanos, el efecto de la administracion de ON cronica sobre el
calcio sérico fue examinado en pacientes con enfermedad hepatica crénica. Estos sujetos son particularmente
adecuados para examinar el efecto biol6gico (si lo hay) de la quelacion de ON, ya que se ha demostrado que sufren
de deficiencia de vitamina D, lo que normalmente esta acompafiado por trastornos del metabolismo mineral y de una
densidad mineral 6sea baja (Arteh et al.,, 2010, Dig. Dis. Sci., 55: 2624-2628 y George et al, 2009 World J.
Gasteroenterol., 15: 3516 a 3522). Por lo tanto, si el efecto de quelacion de los ON administrados crénicamente
estaba alterando la homeostasis del metal divalente en sujetos humanos (tal como el calcio) el efecto de esta
alteracion se observaria mas facilmente en estos pacientes, ya que serian poco capaces de contrarrestar cualquier
desequilibrio de metal suero si ocurriera. Los pacientes con infeccion por hepatitis B crénica (con enfermedad
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hepatica crénica diagnosticada) fueron tratados una vez por semana con el ON REP 2055 (SEQ ID NO: 6) (como
una sal de sodio de calidad GMP) por infusién lenta IV en solucién salina normal. Los niveles de calcio total en suero
fueron controlados en sujetos mediante métodos de laboratorio clinicos aceptados. Los dos primeros sujetos que
recibieron tratamiento ON desarrollaron una hipocalcemia significativa en las 12 semanas de tratamiento (Fig. 29A).
Esta hipocalcemia variaba en su severidad, pero persistié durante las siguientes 13 semanas de tratamiento. Los
sujetos consecuentes que recibieron el tratamiento de ON crénico con REP 2055 (SEQ ID NO: 6) recibieron
suplementos minerales (que proporcionan calcio, magnesio y zinc) para contrarrestar los efectos de quelacion del
tratamiento con ON. Ninguno de los sujetos que recibieron suplementos minerales desarrollé hipocalcemia durante
el tratamiento con ON (fig. 29B). Estos resultados demuestran que la actividad de quelacién de los ON se produce
realmente en sujetos humanos. Esto se observé directamente con el calcio en suero, pero también puede ocurrir con
otros cationes metdlicos divalentes biolégicamente relevantes, tales como magnesio, zinc y cobre). Ademas, las
deficiencias de metal causadas por los efectos de quelacion de ON pueden ser corregidas por la suplementacion
mineral y también pueden reducirse mediante la administracién de los ON como complejos de quelatos.

Como se ha demostrado que los ON quelan a cationes metalicos divalentes en sujetos humanos, la administracion
de un ON no quelado podria ser (til para la quelacion de metales pesados perjudiciales en un sujeto, tales como el
mercurio, el cadmio, el plomo o incluso cromo (6+). Tal método implicaria la administracién de una sal ON
farmacéuticamente aceptable en un excipiente apropiado, el ON disefiado para ser desprovisto de funcionalidad
dependiente de la secuencia (tal como, pero no limitado a los ON de secuencia especificos descritos en el Ejemplo
I1l), preferentemente por la administracion IV pero también por otras vias parenterales. Se espera que los pacientes
con la funcién hepética normal sean capaces de contrarrestar la quelacion de calcio, lo que se produciria, sin
embargo; la administracién de suplementos de minerales podria proporcionarse (como en el Ejemplo 1X) para
asegurar que se prevenga el agotamiento de suero de cationes divalentes biol6gicamente importantes. Tales ON no
quelados podrian secuestrar los metales pesados presentes en la sangre, reduciendo o eliminando de inmediato los
efectos nocivos de estos metales y también, potencialmente, acelerando su eliminacion de los sujetos en cuestion.

Puesto que ha sido también demostrado que los ON de doble cadena también pueden formar complejos de quelato
ON (y, por lo tanto, también secuestrar metales divalentes), se espera que la administracion de cualquier &acido
nucleico de doble cadena (por ejemplo, un siRNA) también tendria por lo menos algunos de los efectos de quelacion
descritos para ON monocatenarios en el ejemplo anterior. Por lo tanto, puede ser ventajoso preparar ON
bicatenarios como complejos de quelato antes de la administracion.

Ejemplo X

Los complejos de quelatos ON puede suprimir las reacciones del sitio de inyeccidbn de oligonucleétidos
administrados por via subcutanea

Las reacciones en el lugar de inyeccién (ISR) con oligonucledtidos administrados por via subcutanea en pacientes
humanos son comunes, incluso con oligonucledtidos muy modificados para reducir al minimo sus propiedades
inmunoestimulantes. Ya que la administracion subcutanea consiste en la inyeccion de oligonucleétidos altamente
concentrados (normalmente > 100 mg/ml), el efecto de quelacién (mas probable de calcio, pero tal vez también otros
metales divalentes tales como magnesio) localizado alrededor del lugar de la inyeccion debe ser sustancial y podria
contribuir a las ISR observadas rutinariamente. Para probar esta hip6tesis, REP 2055 (SEQ ID NO: 6) o REP 2139
(SEQ ID NO: 13, un analogo de REP 2055 que tiene todas las ribosas 2° O metiladas y todas las bases de citosina 5'
metiladas) se administré por via subcutanea a pacientes humanos. Ambas soluciones se prepararon asépticamente
en solucién salina normal, ya sea como una sal de sodio o como un complejo de quelato de calcio (véanse las
Tablas 7 y 8 y de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo VIII). Para el control de la variacion entre paciente y
paciente, ambas formulaciones de cada ON se evaluaron para determinar la reactividad de la inyeccién en el mismo
sujeto humano. Los sujetos fueron monitorizados para ISR en cada sitio de inyeccion durante las 12 horas siguientes
a la administracion de REP 2055 (SEQ ID NO: 6) y durante las 72 horas siguientes a la administracion de REP 2139
(SEQ ID NO: 13). Los resultados de este experimento se presentan en la Tabla 7 y 8.
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un complejo de quelato de calcio (inyeccion de bolo de 1 cc, 20 mg CaCl,/100 mg ON)

Reaccion del sitio de inyeccion de 25 mg REP 2055 (SEQ ID NO: 6); 12 horas después de la

inyeccion
Sujeto
humano 25 mg REP 2055 25 mg REP 2055 100 mg REP 2055
(sal de sodio) (quelato de Ca) (quelato de Ca)
Induracion; +++ Induracion: ninguno Induracion: +
inflamacion: +++, inflamacién: ninguno inflamacién: ninguno
1
sensibilidad: ++, sensibilidad: ninguno sensibilidad: ninguno
dolor: ++ dolor: ninguno dolor: ninguno
Induracion: +++ Induracion: +
inflamacion: +++, inflamacion: ++
2 No evaluado

sensibilidad: +++,

dolor: +++

sensibilidad: ninguno

dolor: ninguno

Tabla 8. Supresion de la reactividad del sitio de inyeccion de REP 2139 (SEQ ID NO: 13) por su preparacion como
un complejo de quelato de calcio (inyeccién en bolo de 2 cc, 30 mg CaCl/100 mg ON)

Reaccion del sitio de inyeccion de 100 mg de REPREP 2139 (SEQ ID NO: 13)
Sujeto 24 horas 48 horas 72 horas
humano Efecto
secundario ISR Sal de Quelato de Sal de Quelato de Sal de Quelato de
sodio calcio sodio calcio sodio calcio
Induracion ++ - ++ - + N
Inflamacion ++ + ++ R + B
' Sensibilidad + - + - - -
Dolor + - - - - -
Induracion ++ + ++ +/- + -
Inflamacion +++ + ++ +/- + -
? Sensibilidad + - +/- - - N
Dolor + - +/- - +/- -

Estos resultados demuestran que la administracion de los ON como complejos de quelato de calcio reduce
sustancialmente o elimina las ISR con dos ON diferentes administrados de forma subcutanea. Estos resultados
demuestran ademas que la quelaciéon de calcio (y potencialmente otros metales divalentes) por los ON juega un
papel en la manifestacion de las ISR tipicamente asociadas con la administracion subcutanea de ON. Ademas, estos
resultados identifican un método para la prevencion de las ISR con cualquier ON administrado por via subcutanea
mediante la realizacion de la administracion de dicho ON como complejo de quelato. En estos ejemplos, el calcio se
utilizé como el vehiculo para la formacion de complejos de quelatos, pero también se espera que la mitigacién de las
ISR ocurra con complejos de quelato ON que se habian preparado con otro metal divalente adecuado que no era de
calcio. Cualquier complejo quelato metalico ON se esperaria que tuviera su propension para quelar el calcio
neutralizado, que seria el mecanismo subyacente para la mejora de la tolerabilidad SC del ON cuando se administra
como un complejo de quelato. Se espera que la capacidad de los complejos de quelato ON para suprimir las ISR
inducidas por oligonucleétidos sea eficaz para cualquier ON de cualquier secuencia especifica y/o modificacion u ON
de cadena simple o doble a la luz de la naturaleza ampliamente conservada de la formaciéon de complejos de quelato
ON descritos en los ejemplos en el presente documento. Usando calcio como el metal divalente ilustrativo en este
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ejemplo, otras sales de calcio podrian ser utilizadas en la preparacién de complejos de quelato de ON y se espera
que proporcionen complejos de quelato ON que tengan los mismos efectos supresores sobre las ISR mediadas por
oligonucledtidos con la administracion subcutanea que incluye, pero sin restriccion, gluconato de calcio, citrato de
calcio, lactato de calcio, malato de calcio, aspartato de calcio, fumarato de calcio, ascorbato de calcio, benzoato de
calcio, eritorbato calcico, y/o propionato de calcio. Los complejos de quelatos ON podrian ser preparados con sales
de otros cationes de metal divalente tales como, pero sin limitacién: magnesio, manganeso, hierro, cobre, zinc.

En la preparacion de los complejos de quelatos ON, puede ser deseable utilizar otros cationes que no sean atomos
divalentes pero que puedan evitar de manera similar el efecto de quelacién de los oligonucleétidos. Los complejos
de quelatos ON preparados con estos cationes también podrian ser utilizados en formulaciones para suprimir la anti-
coagulacién por los ON o para suprimir reacciones en el sitio de inyecciéon con ON, cuando se administran por via
subcutdnea o para evitar el secuestro de metales divalentes bioldgicamente importantes después de la
administracion de los ON. Dichos iones conjugados pueden incluir, sin limitacién: los atomos de un estado de carga
3+ 0 mas o cationes organicos.

En la preparacion de complejos de quelatos ON, puede ser preferible preparar quelatos ON utilizando una mezcla de
cationes divalentes (es decir, con sales de calcio y magnesio). Dichos quelatos ON mixtos pueden ser mas faciles de
fabricar y tienen una mayor solubilidad que los quelatos preparados con un Unico catién divalente y, por lo tanto,
serian mas adecuados para aplicaciones de alta concentracion.

Teniendo en cuenta los ejemplos anteriores utilizando diversas secuencias ON, con diversas modificaciones y en
estado monocatenario o bicatenario y usando diversos metales divalentes, la formacion de complejos quelantes ON
puede ser considerada como una caracteristica universal de cualquiera y todas los ON que tienen una estructura de
fosfodiéster (tanto fosforotioada como no), independientemente de otras modificaciones. Como tal, la formacion de
complejos de quelato ON en la sangre o en el espacio subcutaneo es una caracteristica normal de cualquier
administracion de ON cuando los ON se administran en forma de sales (por lo general, sales de sodio), lo que
resulta en el secuestro de cationes metélicos divalentes a pesar de que los efectos secundarios de esta quelacion
puedan ser asintomaticos en la poblacion objeto especifica que recibe los ON en cuestion. Es importante destacar
gue hay varios ejemplos de ON (PRO-051/GSK2402968-Goemans et al, 2011 New England J. Med, 364: 1513-1522
e ISIS 301012 (mipomersen) -Viser et al, 2010, Curr. Opin. Lipidol. 21: 319-323), que han mostrado claramente
reacciones ISR con la administracion subcutdnea (como sales de sodio) que son similares a las observadas con ISR
en el Ejemplo IX y son, por lo tanto, diagnésticas de la formacién de complejos de quelato ON después de su
administracion.

A pesar de que ambos de estos ON tienen diferentes secuencias y diferentes modificaciones 2' ribosa, ambos tienen
una cadena principal de fosfodiéster (en ambos casos fosforotioada) y asi pueden formar complejos de quelatos ON
y secuestrar metales divalentes del medio local (en este caso el espacio subcutaneo). Por otra parte, estos dos ON
han demostrado ser capaces de ejercer sus efectos bioldgicos a pesar de que la quelacion de ON deba estar
ocurriendo, por consiguiente, los complejos de quelatos ON en los sistemas bioldgicos no interfieren con la actividad
bioldgica de los ON.

Es ampliamente aceptado y bien demostrado en la técnica que todos los ON fosforotioados (independientemente de
la secuencia de nucledtidos) tipicamente consiguen las concentraciones mas altas del farmaco en el rifién y en el
higado. Histéricamente, la administracion crénica de muchos diferentes ON fosforotioados se han asociado con una
disfuncion hepética o renal leve. Si bien la causa de estas disfunciones no ha sido claramente dilucidada, dados los
efectos de quelacion conservados de los ON en general, es probable que la quelacién de metales divalentes en el
higado y el rifién sea significativa con la administracion crénica de ON, debido a que la actividad de quelacion puede
ser mas pronunciada en estos 6rganos, debido a las altas concentraciones de los ON presentes. La administracion
de los ON como complejos de quelatos no alterara la biodistribucion en los 6rganos (o afectard a la bioactividad
como se muestra arriba), pero puede servir para prevenir las deficiencias de metales en el higado y en el rifién que
estan teniendo un impacto en la funcién normal de estos 6rganos.

Dado que los complejos de quelatos de ON dan como resultado la formacion de complejos multimeros de ON en
solucion, estos complejos pueden tener una mucha mayor resistencia a la degradacion de nucleasa v,
potencialmente, a la hidrélisis y los ON de fosforotioato también pueden ser mas resistentes a la oxidacion. Por lo
tanto, el almacenamiento de cualquier ON como un complejo de quelato puede aumentar enormemente su
estabilidad en solucién acuosa sin alterar significativamente su bioactividad cuando se administra a un sujeto.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> REPLICOR INC.
Andrew VAILLANT
Michel BAZINET

<120> COMPLEJOS DE QUELATOS DE OLIGONUCLEOTIDOS
<130> 05016051-32PCT

<150> US 61/375257
<151> 20-08-2010

<160> 14
<170> FastSEQ para windows version 4.0

<210>1

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2028, fosforotioato total

<400>1
9999999999 9999999999 9999999999 9999999999 40

<210>2

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2029, fosforotioato total

<400> 2
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 40

<210>3

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2030, fosforotioato total

<400> 3
tttttteeet tetteeett teeeeeeeee teeeeeeeet 40

<210>4

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2031, fosforotioato total

<400> 4
CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCe 40

<210>5

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> REP 2033, fosforotioato total

<400> 5
tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgty 40

<210>6

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> REP 2055, fosforotioato total

<400> 6
acacacacac acacacacac acacacacac acacacacac 40

<210>7

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2056, fosforotioato total

<400>7
tctetetcte tetetetete tetetetetce tetetetete 40

<210>8

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2057, fosforotioato total

<400> 8
agagagagag agagagagag agagagagag agagagagag 40

<210>9

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2126, fosforotioato total

<400>9
ccceeceeccece ceceeeeceece 20

<210> 10

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2127, fosforotioato total

<400> 10
CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCe 30

<210> 11

<211>50

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> REP 2128, fosforotioato total

<400> 11
CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCe 50

<210> 12

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> REP 2129, fosforotioato total

<400> 12
CCCCCCCCCC ceeeececececece ceeeecececcce ceeecececccc ceeeececececece ceeeececececc

<210> 13

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> REP 2139 fosforotioato total, 2' O metilribosa total, C = 5' metilcitidina

<400> 13
acacacacac acacacacac acacacacac acacacacac 40

<210> 14

<211>40

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> REP 2138; 2' O metilribosa total

<400> 14
CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCC CCCCCCCCCe 40
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para su uso en la supresion o reduccion de las reacciones subcutaneas en el sitio
de inyeccién en un sujeto de un oligonucleétido administrado subcutdneamente, comprendiendo dicha composicién
farmacéutica:

« un complejo de quelato de oligonucleétido que comprende dos o més oligonucleétidos unidos a su
estructura de fosfodiéster por un catién multivalente; y

» un excipiente farmacéuticamente aceptable, en el que al menos un oligonucleétido de dicho complejo
tiene al menos un enlace fosforotioato y en el que dicho catién multivalente es un catiéon de metal divalente.

2. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho enlace entre dos o
mas oligonucleétidos ocurre en los atomos de oxigeno no enlazantes (o azufre en el caso de la fosforotioacion) en el
enlace fosfodiéster, y en el que dicho oligonucledtido se selecciona a partir de la siguiente Tabla:

Oligonucledtido | Secuencia (5'-3’) | Modificaciones
REP 2032-FL Ne PS
REP 2003-FL N1o PS
REP 2004-FL N2o PS
REP 2006-FL Nao PS
REP 2107-FL Nao PS +2'O Me
REP 2086-FL Nao 2'0 Me
REP 2031-FL | C4o (SEQ ID NO:4) PS

N = secuencia degenerada (incorporacion aleatoria de A, G, C 0 T);
PS = fosforotioacion en cada enlace;
2' O Me = 2' O metilacién en cada ribosa.

3. Una composicion farmaceéutica para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en donde dicho catién de
metal divalente es el calcio.

4. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en donde dicho cation de
metal divalente es el magnesio.

5. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 ¢ 2, en donde dicho cation de
metal divalente es cobalto, hierro (2+), manganeso, cobre o cinc.

6. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1y 3 a 5, en donde
dicho complejo de quelato comprende al menos un oligonucleétido bicatenario.

7. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde
dicho complejo de quelato comprende al menos un oligonucleétido completamente fosforotioado.

8. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde
dicho complejo de quelato comprende al menos un oligonucleétido con una ribosa 2' modificada.

9. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde
dicho complejo de quelato comprende un oligonucleétido seleccionado a partir del grupo que consiste en SEQ ID
NOs: 3 a 14.
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Fig. 2B
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250 1
200 4
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quelatos de Ca2+:

[REP 2055-FL y REP 2056-FL] (SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7)

—C—REF HES-FL « Call
—g— REP HESFL « DxS04
= ACF DML+ Call
—iZ— REP 2EEFL « Ca08

— -

20 0 50 " 100 120
[Ca2+] (mM) de CaCl2 o CaSO4

Fig. 174

quelatos de Ca2+:

[REP 2033-FL y REP 2029-FL] (SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 2)

—0—REP 00 A+ CaCl
—4— RE® D FL + okl
e HEP DOZ0-FL + CalE
—&— A= 20297L + CaS04

0 2 - &0 ] 100 120
[Ca2+] (mM) de CaCl2 o MgSO4

Flg. 178
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quelatos de Ca2+:
[REP 2028-FL y REP 2057-FL] (SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 8)

160
160
140

120

™ "
100 —O—REP Htde-FL + [a0

e BE P 2008-FL & Calild

B[I —r— EEP 0E7-FL = Cal3
—o— BEP S67-FL + Cafild
B0
Al . + ——r .
] 0 A &0 B 108 120
[Ca2+] (mM) de CaCl2 o MgSO4
Fig. 184
quelatos de Ca2+:
[REP 2120-FL y REP 2030-FL] (SEQ ID NO: 3)
100 e AEP 210FL = GG
——=REP ML = CaSOd
50 —a—REF O0F, + (a0
. —g— REP S0 FIL = G804
i : :
i 20 &0 &l -] 00 130
[Ca2+] (mM) de CaCl2 o CaSO4
Fig. 188
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quelatos de Ca2+:
[REP 2129-FL y REP 2126-FL] (SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 9)

—O—REF I3FL+ Call

100

e HEP 71 TRFL 8 CaSOH
B iy MEP E-FL . CalE
50 Fy 5 PP HAFL = Calle
40 - T p———

o 20 40 &0 & 100 120
[Ca2+] (mM) de CaCl2 o CaSO4
Fig. 194

quelatos de Ca2+:
[REP 2128-FL y REP 2127-FL] (SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 10)

—E—REP Ni-FL + Galn
a1 =t REP 1128-IL + Ca504
== MEP JA37-FL + TCH
70 k& —f—REP 1117 FL + Gabda
0

0 20 a0 BD P 100 120
[Ca2+] (mM) de CaCl2 o CaSO4
Fig. 158
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quelatos de Ca2+:
[REP 2139-FL y REP 2006-FL] (SEQ ID NO: 13)

180
180
140
1
o 12
- 100 ——REP JUFL - Ca0E
e HEP 2130-FL + Gl
bo =l NP 2008+ CaCl
—O— REP 0G-FL s CaS0s
BO ¥
40 - . . ,
o 28 40 &0 50 100 120
[Ca2+] (mM) de CaCl2 o CaSO4
Fig- 204

quelatos de Ca2+:
[REP 2045-FL y REP 2007-FL]

== FEP MdEFL+ Lo00

a0 e REF 2545-FL + G404
[ gy REP 2007-FL ¢ a2
70 ={3—PFCP IT07-FL « CaS04d
50 v : . . = -
[ 0 4l &0 ] 100 120
[Ca2+] (mM) de CaCl2 o CaSO4
Fig. 208
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quelatos de Mg2+:
[REP 2055-FL y REP 2056-FL] (SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7)

e 110 —0—AER MEEFL + WAL
& —o— AEF JR5FL + Vighie
a0 A —i—AEF 3541 + Mgh3
——AEF FI58-F1 + MigSis
0 R
50 1 v .
o n 40 &0 80 100 120
[Mg2+] (mM) de MgCI2 o MgSO4
Fig. 21A

quelatos de Mg2+:
[REP 2033-FL y REP 2029-FL] (SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 2)

130
10
Y
E
—O—REF 3811 FL + MGCT
=t AER 28131 + MS0R
o e UEP 2020-FL + NGED
—&—REP J21-FL + Mghti
L] T T T T v
a ] A a0 B 100 120
[Mg2+] (mM) de MgCI2 o MgSO4
Fig. 21B
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quelatos de Mg2+:

[REP 2028-FL y REP 2057-FL] (SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 8)

—5 =’

—O—FREP HHFL + Mgl
e BEP I028-FL + BlgEoa
e MEP ID8T-FL ¢ MGET
——EEP SEET-FL = kigROH

-]

20 &0 1] =] 106

[Mg2+] (mM) de MgCI2 o MgSO4

Fig. 224

quelatos de Mg2+:
[REP 2120-FL y REP 2030-FL] (SEQ ID NO: 3)

=Dl HEF T1IDFL =+ WipEL2
== EP Z1ZFL « Mg0d
—a— PGP SEO0-FL « gli
= REP 2L FL = Mgidd

120

0

a0 80

B0 100

[Mg2+] (mM) de MgCI2 0 MgS0O4
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quelatos de Mg2+:
[REP 2129-FL y REP 2126-FL] (SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 9)

—=O=ADF IHFL+ WDl
—o— AEF JE3FL + Vg4
—#r—REF 2MFL + Wpld
=0—REF 208-FL + g id

20 40 &0 &0 100 120
[Mg2+] (mM) de MgCI2 o MgSO4
Fig. 234

quelatos de Mg2+:
[REP 2128-FL y REP 2127-FL] (SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO:10)

=i=NEP 1138-FL» MpCE
—&—FEP J150-FL + Wghlu
—i—REF HITFL+ Mgl
= WEP 2127-FL o+ g S0E

an a0 &0 =0 100 120
[Mg2+] (mM) de MgCI2 0 MgS04
Fig. 238
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quelatos de Mg2+:
[REP 2139-FL y REP 2006-FL] (SEQ ID NO: 13)

=B EEP 1L & MglE
—o—RER FHARFL » ghds
=t BEF 2006-FL * MGCT
== BEP 0EFL & Mg54

] & 40 [ix] BIE- 100
[Mg2+] (mM) de MgCI2 o MgSO4

Fig. 244

120

quelatos de Mg2+:
[REP 2045-FL y REP 2007-FL]

= REF 2045-FL + NgDI2

—o— FE® 2045-FL + WigS0d
B —ar— REF 2047-FL + Mgl
—o— REF B0AT.FL + Mgt

a 0 40 4] ny 100 120
[Mg2+] (mM) de MgCI2 o MgSO4

Fig. 248
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16
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15
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1
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a 0.0 00 0008 o] am oz
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Fig. 27
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Anticoagulacién inducida por REP
«"9AC 2,5 uM (SEQ ID NO: 6)

15 3
[CaCl2+] afiadido (mM)

Fig. 28
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