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Modulacién de la expresién de transtiretina
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

En el presente documento se proporcionan compuestos y composiciones para reducir la expresion del
ARNmM de la transtiretina y la proteina transtiretina en un animal. Tales compuestos y composiciones son Utiles, por
ejemplo, para tratar, prevenir o0 mejorar la amiloidosis por transtiretina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La transtiretina (TTR), (también conocida como prealblimina, hipertiroxinemia, disprealbuminémica, tiroxina;
amiloidosis sistémica senil, polineuropatia amiloide, amiloidosis |, PALB; distranstiretinémica, HST2651, TBPA;
hipertiroxinemia eutiroidea disprealbuminémica) es una proteina sérica/plasmatica y del liquido cefalorraquideo
responsable del transporte de tiroxina y retinol (Sakaki et al., Mol. Biol. Med. 1989, 6:161-8). Estructuralmente, la
TTR es un homotetramero; las mutaciones puntuales y el plegamiento andmalo de la proteina conducen a la
deposicion de fibrillas de amiloide y se asocia con trastornos tales como la amiloidosis sistémica senil (ASS), la
polineuropatia amiloide familiar (PAF) y la miocardiopatia amiloide familiar (MAF).

La TTR es sintetizada principalmente por el higado y el plexo coroideo del cerebro y, en menor grado, por la
retina en los seres humanos (Palha, Clin. Chem. Lab. Med., 2002, 40, 1292-1300). La transtiretina que se sintetiza
en el higado se secreta a la sangre, mientras que la transtiretina originada en el plexo coroideo esta destinada al
LCR. En el plexo coroideo, la sintesis de transtiretina representa aproximadamente el 20% de la sintesis total de
proteinas locales y hasta el 25% de las proteinas totales del LCR (Dickson et al., J Biol. Chem., 1986, 261, 3475-
3478).

Gracias a la disponibilidad de ensayos de diagndstico genético e inmunohistoquimico, se han encontrado
pacientes con amiloidosis por TTR en muchas naciones en todo el mundo. Estudios recientes indican que la
amiloidosis por TTR no es una enfermedad endémica rara como se pensaba anteriormente, y que puede afectar
hasta a un 25% de la poblacién de edad avanzada (Tanskanen et al., Ann Med. 2008; 40(3):232-9).

A nivel bioquimico, la TTR se identific6 como el componente proteico principal en los depésitos de amiloide
de los pacientes con PAF (Costa et al., Proc. Nat. Acad. Sci. EE.UU. 1978, 75:4499-4503) y mas tarde, se descubrid
gue una sustitucion de valina por metionina en la posiciéon 30 de la proteina era el defecto molecular mas comin que
originaba la enfermedad (Saraiva et al., J. Clin. Invest., 1984, 74: 104-119). En la PAF, la deposicion extracelular
sistémica generalizada de agregados de TTR vy fibrillas de amiloide se produce por todo el tejido conectivo,
particularmente en el sistema nervioso periférico (Sousa y Saraiva, Prog. Neurobiol., 2003, 71:385-400). Después de
la deposicion de TTR, se produce una degeneracion axonal, que comienza en las fibras mielinizadas y no
mielinizadas de pequerio diametro, y que conduce finalmente a la pérdida neuronal en los sitios ganglionares.

Los compuestos y los métodos de tratamiento descritos en el presente documento proporcionan ventajas
significativas frente a las opciones de tratamiento actualmente disponibles para los trastornos relacionados con la
TTR. La amiloidosis por TTR conduce por lo general a la muerte en el plazo de diez afios, y hasta hace poco, se
consideraba incurable. El trasplante hepatico es un medio eficaz de reemplazo del alelo asociado a la enfermedad
por un alelo silvestre (WT) en los casos hereditarios porque el higado es por lo general la fuente de TTR
amiloidogénica. Aunque el trasplante hepético es eficaz como forma de terapia génica, no estd carente de
problemas. El trasplante se complica por la necesidad de cirugia invasiva para el receptor y el donante, el
tratamiento inmunosupresor después del trasplante a largo plazo, una escasez de donantes, su alto costo y el gran
numero de pacientes con amiloidosis por TTR que no son buenos candidatos debido a evolucién de su enfermedad.
Lamentablemente, la amiloidosis cardiaca evoluciona en algunos pacientes con enfermedad hereditaria incluso
después del trasplante hepatico debido a que, con frecuencia, sigue depositandose TTR WT. La deposicion de TTR
en el sistema nervioso central (SNC) tampoco se alivia mediante el trasplante debido a su sintesis por el plexo
coroideo. El trasplante no es una opcion viable para la enfermedad por TTR mas frecuente, la amiloidosis sistémica
senil (ASS), que afecta aproximadamente al 25% de los mayores de 80 afios debido a la deposicién de TTR WT.

La tecnologia antisentido estd emergiendo como un medio eficaz para reducir la expresion de productos
génicos especificos y, por tanto, puede resultar ser excepcionalmente (til en varias aplicaciones terapéuticas, de
diagnostico y de investigacion para la modulacion de la expresion de TTR (véanse las publicaciones de patente
estadounidenses n° 2008/0039418 y n° 2007/0299027).

En el documento WO 2010/017509 se divulgan compuestos, composiciones y métodos para modular la
expresion de transtiretina en el cerebro.

Benson et al. (2006) Muscle & Nerve 33(5):609-618 describen la supresion dirigida de una transtiretina
amiloidogénica con oligonucleétidos antisentido.
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Sekijima et al. (2008) Current Pharmaceutical Design 14(30):3219-3230 analizan la patogenia y las
estrategias terapéuticas para mejorar la amiloidosis por transtiretina.

Kurosawa et al. (2005) Biochemical and Biophysical Research Communications 337(3):1012-1018 se refiere
al silenciamiento selectivo de un alelo de transtiretina mutante por ARN interferentes pequefios.

Tasaki et al. (2010) Amyloid: The International Journal of Experimental and Clinical Investigation 17
(suplemento 1): 52-53 se refiere al tratamiento con ARNip para la amiloidosis ocular relacionada con la TTR.

Benson et al. (2007) Muscle & Nerve 36(4):411-423 es una revision que aborda la biologia molecular y las
caracteristicas clinicas de la neuropatia amiloide.

El documento WO 2010/048228 se refiere a composiciones y métodos para inhibir la expresion de
transtiretina.

La presente invencién proporciona composiciones para modular la expresién de transtiretina. Los
compuestos antisentido para modular la expresién de transtiretina se divulgan en las solicitudes de patente
publicadas anteriormente mencionadas. Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de mas de tales compuestos.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién proporciona un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que tiene una
secuencia de bases nitrogenadas que consiste en los 20 nucledsidos unidos que aparecen en la SEQ ID NO: 80.

La invencidn también proporciona una composicion que comprende el compuesto de la invencién o una sal
del mismo y al menos uno de un vehiculo o un diluyente farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona un compuesto de la invencién o una composicion de la invencién para
utilizarse en el tratamiento de la amiloidosis por transtiretina en un ser humano.

RESUMEN DE LA DIVULGACION

En el presente documento se divulgan métodos, compuestos y composiciones para modular la expresién
del ARNm de la transtiretina (TTR) y la proteina transtiretina. En determinadas formas de realizacién, los
compuestos Utiles para modular la expresion del ARNm de la TTR y la proteina TTR son compuestos antisentido. En
determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido son oligonucleétidos antisentido.

En determinadas formas de realizacion, la modulacion puede producirse en una célula o un tejido. En
determinadas formas de realizacion, la célula o el tejido se encuentra en un animal. En determinadas formas de
realizacién, el animal es un ser humano. En determinadas formas de realizacion, se reducen los niveles de ARNm de
la TTR. En determinadas formas de realizacion, se reducen los niveles proteicos de TTR. Tal reduccion puede darse
de manera dependiente del tiempo o de manera dependiente de la dosis.

En el presente documento se divulgan métodos, compuestos y composiciones para modular la expresion de
transtiretina y tratar, prevenir, retrasar o mejorar la amiloidosis por transtiretina y o un sintoma de la misma. En
determinadas formas de realizacién se encuentran métodos, compuestos y composiciones para modular la
expresion de transtiretina y tratar, prevenir, retrasar o mejorar la enfermedad amiloide por transtiretina o la
amiloidosis por transtiretina o la amiloidosis relacionada con la transtiretina (por ejemplo, la amiloidosis hereditaria
por TTR, la amiloidosis leptomeningea, la polineuropatia amiloide por transtiretina, la polineuropatia amiloide
familiar, la miocardiopatia amiloide familiar o la amiloidosis sistémica senil).

En determinadas formas de realizacion, se trata a un animal que presenta el riesgo de padecer amiloidosis
por transtiretina administrando al animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que comprende un
oligonucledtido modificado que consiste en 8 a 80 nucledsidos unidos, en las que el oligonucleétido modificado es
complementario a un acido nucleico de la transtiretina tal como se muestra en la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2; o
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consiste
en 8 a 80 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de bases nitrogenadas que comprende al menos 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 bases nitrogenadas contiguas de una secuencia de bases nitrogenadas
seleccionada de entre cualquiera de las secuencias de bases nitrogenadas que aparecen en las SEQ ID NO: 25, 80,
86, 87, 115, 120, 122 o0 124.

En determinadas formas de realizacién, se trata a un animal que padece amiloidosis por transtiretina
administrando al animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que comprende un oligonucleétido
modificado que consiste en 20 nucledsidos unidos, en las que el oligonucleétido modificado tiene una
complementariedad del 100% con un acido nucleico de la transtiretina como se muestra en la SEQ ID NO: 1 o la
SEQ ID NO: 2; o una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que comprende un oligonucledtido
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modificado que consiste en 20 nucledsidos unidos y que tiene la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la
SEQ ID NO: 80.

En determinadas formas de realizacién, se trata a un animal que padece amiloidosis por transtiretina
administrando al animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que comprende un oligonucle6tido
modificado que consiste en 20 nucledsidos unidos, en las que el oligonucleétido modificado tiene una
complementariedad del 100% con un acido nucleico de la transtiretina como se muestra en la SEQ ID NO: 1; y en
las que el compuesto comprende un oligonucle6tido modificado que consiste en 20 nucledsidos unidos que tienen la
secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80.

En determinadas formas de realizacién, se trata a un animal que padece amiloidosis por transtiretina
administrando al animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que comprende un oligonucleétido
modificado que consiste en 20 nucledsidos unidos, en las que el oligonucleétido modificado tiene una
complementariedad del 100% con un acido nucleico de la transtiretina como se muestra en la SEQ ID NO: 1; en las
gue el compuesto comprende un oligonucleétido modificado que consiste en 20 nucledsidos unidos que tienen la
secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80; y en las que los oligonucleétidos modificados
tienen un segmento de separacion de 10 desoxinucledsidos unidos entre dos segmentos de ala que tienen
independientemente 5 nucledsidos modificados unidos. En determinadas formas de realizacion, uno o mas
nucledsidos modificados del segmento de ala tienen un azicar modificado. En determinadas formas de realizacion,
el nucledsido modificado es un nucledsido con sustitucién en la posicion 2'. En determinadas formas de realizacion,
el nucleésido modificado es un nucledsido 2’-MOE.

En determinadas formas de realizacion, la modulacion puede producirse en una célula, un tejido, un érgano
0 un organismo. En determinadas formas de realizacion, la célula, el tejido o el 6rgano se encuentra en un animal.
En determinadas formas de realizacion, el animal es un ser humano. En determinadas formas de realizacion, se
reducen los niveles de ARNm de la transtiretina. En determinadas formas de realizacion, se reducen los niveles
proteicos de transtiretina. Tal reduccion puede producirse de manera dependiente del tiempo o de manera
dependiente de la dosis.

También se divulgan métodos, compuestos y composiciones Utiles para prevenir, tratar y mejorar
enfermedades, trastornos y afecciones relacionadas con la amiloidosis por transtiretina. En determinadas formas de
realizacién, tales enfermedades, trastornos y afecciones son enfermedades, trastornos o afecciones relacionadas
con la amiloidosis por transtiretina.

En determinadas formas de realizacién, los métodos de tratamiento incluyen administrar un compuesto
antisentido dirigido a la TTR a un individuo que lo necesite. En determinadas formas de realizacion, los métodos de
tratamiento incluyen administrar un oligonucleétido antisentido dirigido a la TTR a un individuo que lo necesite.

En determinadas formas de realizacién, los métodos de tratamiento incluyen administrar un oligonucleétido
antisentido dirigido a la transtiretina y un tratamiento adicional a un individuo que lo necesite.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Debe entenderse que tanto la precedente descripcidon general como la siguiente descripcion detallada son
solamente ejemplares y explicativas, y que no restringen la invencién, tal como se reivindica. En el presente
documento, el uso del singular incluye el plural a menos que se indique especificamente lo contrario. Tal como se
utiliza en el presente documento, el uso de "o" se refiere a "y/o" a menos que se indique lo contrario. Ademas, el uso
de la expresién "que incluye" asi como otras formas, tales como "incluye" y "incluido/a", no es limitativo. Ademas,
términos tales como "elemento” 0 "componente" abarcan elementos y componentes que comprenden una unidad, y
elementos y componentes que comprenden mas de una subunidad, a menos que se indique especificamente lo
contrario.

Los encabezamientos de las secciones utilizados en el presente documento tienen sélo fines organizativos
y no deben interpretarse como limitativos de la materia objeto descrita.

Definiciones
A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada en relaciéon con, y los
procedimientos y las técnicas de, la quimica analitica, la quimica organica sintética, y la quimica médica y
farmacéutica descritas en la presente son aquellas bien conocidas y utilizadas cominmente en la técnica. Para la
sintesis quimica y el andlisis quimico pueden utilizarse técnicas convencionales.
A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos tienen los siguientes significados:
"2’-O-metoxietilo" (también 2-MOE y 2'-O(CH2)>-OCHs) se refiere a una modificacion O-metoxi-etilo de la
posicion 2' de un anillo furosilo. Un aztcar modificado 2'-O-metoxietilado es un azdcar modificado.
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"Nucledtido 2'-O-metoxietilado" se refiere a un nucleétido que comprende un resto azicar modificado
2'-O-metoxietilado.

"5-metilcitosina” se refiere a una citosina modificada con un grupo metilo fijado a la posicién 5. Una 5-
metilcitosina es una base nitrogenada modificada.

"Agente farmacéutico activo" se refiere a la sustancia o sustancias en una composicién farmacéutica que
proporcionan un beneficio terapéutico cuando se administran a un individuo. Por ejemplo, en determinadas formas
de realizacidn, un oligonucleétido antisentido dirigido a la transtiretina es un agente farmacéutico activo.

"Region diana activa" o "regiéon diana" se refiere a una region a la que se dirigen uno 0 mas compuestos
antisentido activos. "Compuestos antisentido activos" se refiere a compuestos antisentido que reducen los niveles de
acido nucleico diana o los niveles de proteina.

"Administrado de forma concomitante" se refiere a la coadministracion de dos agentes de cualquier manera
en la que los efectos farmacoldgicos de ambos se manifiesten en el paciente al mismo tiempo. La administracion
concomitante no requiere que ambos agentes se administren en una sola composicion farmacéutica, en la misma
forma farmacéutica, o por la misma via de administraciéon. No es necesario que los efectos de ambos agentes se
manifiesten al mismo tiempo. Los efectos s6lo tienen que superponerse durante un periodo de tiempo y no tienen
por qué ser coextensivos.

"Administrar" se refiere a proporcionar un agente farmacéutico a un individuo, e incluye, pero no se limita a,
la administracion por parte de un profesional sanitario y a la autoadministracion.

"Mejoramiento” se refiere a una disminucién de al menos un indicador, signo o sintoma de una enfermedad,
trastorno o afeccidn asociada. El rigor de los indicadores puede determinarse mediante medidas subjetivas u
objetivas, que son conocidas por los expertos en la materia.

La "amiloidosis" es un grupo de enfermedades o trastornos resultado de depoésitos anémalos de proteina
(amiloide o fibrillas de amiloide) en diversos tejidos corporales. Las proteinas amiloides pueden depositarse en una
zona particular del cuerpo (amiloidosis localizada) o pueden depositarse por todo el cuerpo (amiloidosis sistémica).
Existen tres tipos de amiloidosis sistémica: primaria (AL), secundaria (AA) y familiar (ATTR). La amiloidosis primaria
no estd asociada con ninguna otra enfermedad y se considera una entidad morbosa por si misma. La amiloidosis
secundaria se produce como resultado de otra enfermedad. La fiebre mediterranea familiar es una forma de
amiloidosis familiar (heredada).

"Animal" se refiere a un ser humano o a un animal no humano, incluidos, pero sin limitarse a, ratones, ratas,
conejos, perros, gatos, cerdos y primates no humanos, incluidos, pero sin limitarse a, monos y chimpancés

"Actividad antisentido" se refiere a cualquier actividad detectable o0 mensurable atribuible a la hibridacion de
un compuesto antisentido con su acido nucleico diana. En determinadas formas de realizacién, la actividad
antisentido es una disminucién de la cantidad o expresion de un &cido nucleico diana o proteina codificada por tal
acido nucleico diana.

"Compuesto antisentido" se refiere a un compuesto oligomérico que es capaz de hibridar con un acido
nucleico diana mediante enlaces de hidrégeno.

"Inhibicién por antisentido" se refiere a la reduccion de los niveles de acido nucleico diana o de los niveles
de proteina diana en presencia de un compuesto antisentido complementario a un acido nucleico diana en
comparacion con los niveles de acido nucleico diana o los niveles de proteina diana en ausencia del compuesto
antisentido.

"Oligonucledtido antisentido” se refiere a un oligonucle6tido monocatenario que tiene una secuencia de
bases nitrogenadas que permite la hibridacién con una regién o segmento correspondiente de un acido nucleico
diana.

"AzUcar biciclico" se refiere a un anillo furosilo modificado por la formacion de puentes entre dos atomos del
anillo no geminales. Un azucar biciclico es un aztcar modificado.

"Acido nucleico biciclico” o "BNA" se refiere a un nucledsido o nucleétido en el que la porcion furanosa del
nucleésido o nucleétido incluye un puente que conecta dos atomos de carbono en el anillo furanésico, formando asi
un sistema anular biciclico.

"Estructura de caperuza" o "resto de caperuza terminal" se refiere a modificaciones quimicas, que se han
incorporado en cualquiera de los extremos terminales de un compuesto antisentido.
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"Sistema nervioso central (SNC)" se refiere al sistema nervioso de los vertebrados, que esta encerrado en
las meninges. Contiene la mayor parte del sistema nervioso, y consiste en el cerebro (en los vertebrados que tienen
cerebro) y la médula espinal. El SNC esta contenido dentro de la cavidad dorsal, encontrandose el cerebro dentro de
la cavidad craneal y la médula espinal en el canal espinal. El cerebro también esta protegido por el craneo, y la
médula espinal, en los vertebrados, también esta protegida por las vértebras.

"Regién quimicamente distinta" se refiere a una region de un compuesto antisentido que es de alguna
manera quimicamente diferente de otra region del mismo compuesto antisentido. Por ejemplo, una regién que tiene
nucleétidos 2'-O-metoxietilados es quimicamente distinta de una regién que tiene nucleétidos sin modificaciones
2'-O-metoxietilo.

"Compuesto antisentido hibrido" se refiere a un compuesto antisentido que tiene al menos dos regiones
guimicamente distintas.

"Plexo coroideo" es la zona de los ventriculos del cerebro en la que se produce el liquido cefalorraquideo
(LCR).

"Coadministracion” se refiere a la administracion, a un individuo, de dos o mas agentes farmacéuticos. Los
dos o méas agentes farmacéuticos pueden estar en una sola composiciéon farmacéutica, o pueden estar en
composiciones farmacéuticas distintas. Cada uno de los dos 0 mas agentes farmacéuticos puede administrarse por
la misma via de administracion o por vias diferentes. La coadministracion abarca la administracion paralela o
secuencial.

"Complementariedad" se refiere a la capacidad de apareamiento entre bases nitrogenadas de un primer
acido nucleico y un segundo acido nucleico.

"Bases nitrogenadas contiguas" se refiere a bases nitrogenadas inmediatamente adyacentes entre si.

"Diluyente” se refiere a un ingrediente en una composicién que carece de actividad farmacoldgica, pero es
farmacéuticamente necesario o deseable. Por ejemplo, el diluyente en una composicion inyectada puede ser un
liquido, por ejemplo, solucién salina.

"Dosis" se refiere a una cantidad especificada de un agente farmacéutico proporcionada en una
administracion Unica, o en un periodo de tiempo especificado. En determinadas formas de realizacion, puede
administrarse una dosis en uno, dos o mas holos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en determinadas formas
de realizacién en las que se desea la administracion subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen que no cabe
facilmente en una sola inyeccion, por lo tanto, pueden utilizarse dos 0 mas inyecciones para conseguir la dosis
deseada. En determinadas formas de realizacion, el agente farmacéutico se administra mediante infusién durante un
periodo de tiempo prolongado o continuamente. Las dosis pueden indicarse como la cantidad de agente
farmacéutico por hora, dia, semana o mes.

"Cantidad eficaz" se refiere a la cantidad de agente farmacéutico activo suficiente para lograr un resultado
fisiolégico deseado en un individuo que necesita el agente. La cantidad eficaz puede variar de unos individuos a
otros dependiendo del estado fisico y de salud del individuo a tratar, del grupo taxonémico de los individuos a tratar,
de la formulacién de la composicion, de la evaluacion del estado patoldgico del individuo, y de otros factores
pertinentes.

La "amiloidosis familiar" o "amiloidosis hereditaria" es una forma de amiloidosis heredada.

La "polineuropatia amiloide familiar" o "PAF" es un trastorno neurodegenerativo transmitido genéticamente,
caracterizado por deposiciones sistémicas de variantes amiloides de la proteina transtiretina, que ocasionan una
polineuropatia sensorial y motora progresiva.

“Totalmente complementario” o “tiene una complementariedad del 100%” se refiere a que cada base
nitrogenada de una secuencia de bases nitrogenadas de un primer acido nucleico tiene una base nitrogenada
complementaria en una segunda secuencia de bases nitrogenadas de un segundo &cido nucleico. En determinadas
formas de realizacion, un primer acido nucleico es un compuesto antisentido y un acido nucleico diana es un
segundo acido nucleico.

"Gapmer" se refiere a un compuesto antisentido hibrido en el que hay una regién interna con una pluralidad
de nucleésidos que soportan la escision por la ARNasa H situada entre unas regiones externas con uno 0 mas
nucleésidos, en el que los nucledsidos que comprenden la regién interna son quimicamente distintos del nucleésido
0 nucledsidos que comprenden las regiones externas. La region interna puede denominarse “"segmento de
separacion" y las regiones externas pueden denominarse "segmentos de ala".
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"Con la separacion ampliada" se refiere a un compuesto antisentido hibrido con un segmento de separacién
de 12 o mas 2’-desoxirribonucleésidos contiguos situados entre, e inmediatamente adyacentes a, unos segmentos
de ala 5’y 3' que tienen de uno a seis nucledsidos.

La "amiloidosis por transtiretina (TTR) hereditaria” es una enfermedad sistémica debida a mutaciones en la
transtiretina, una proteina plasmatica de transporte para la tiroxina y la vitamina A. Se asocia con mayor frecuencia
con una neuropatia periférica y una miocardiopatia restrictiva, pero los depdésitos de amiloide en las paredes de los
vasos sanguineos y las estructuras de tejido conectivo por todo el cuerpo suelen ocasionar la disfunciéon de otros
sistemas organicos. Las anomalias de la motilidad gastrointestinal son comunes en esta enfermedad, acompafadas
de estrefiimiento, diarrea y saciedad precoz debida al vaciamiento gastrico retardado. Los depdésitos de tejido
conectivo de amiloide en las mufecas pueden originar el sindrome del tinel carpiano. Los depdsitos de amiloide en
los vasos sanguineos medulares y las estructuras circundantes ocasionan raquiestenosis con sintomas de
claudicacion.

"Hibridacion" se refiere al apareamiento de moléculas de acido nucleico complementarias. En determinadas
formas de realizacion, las moléculas de acido nucleico complementarias incluyen un compuesto antisentido y un
acido nucleico diana.

"Inmediatamente adyacente" se refiere a que no hay elementos intercalados entre los elementos
inmediatamente adyacentes.

"Individuo" se refiere a un ser humano o a un animal no humano seleccionado para un tratamiento o
terapia.

"Administracion intracerebroventricular" o "administracion intraventricular cerebral” o "administracion
ventricular cerebral” se refiere a la administracion, mediante inyeccion o infusién, en el sistema ventricular del
cerebro.

"Administracion intraperitoneal” se refiere a la administracién a la cavidad peritoneal.

"Administracion intratecal" se refiere a la administracién, mediante inyeccién o infusion, en el liquido
cefalorraquideo que bafia la médula espinal y el cerebro.

"Administracién intravenosa" se refiere a la administracién en una vena.
"Administracién intraventricular" se refiere a la administracién en los ventriculos del cerebro o del corazén.

"Enlace internucleosidico" se refiere al enlace quimico entre nucleésidos. "Leptomeningeo” se refiere a que
esta relacionado con las leptomeninges, las dos capas mas internas de los tejidos que cubren el cerebro y la médula
espinal. "Amiloidosis leptomeningea” se refiere a la amiloidosis de las leptomeninges resultado de la deposicion
amiloide de transtiretina dentro de las leptomeninges.

“Nucleésidos unidos” se refiere a nucledsidos adyacentes que estan unidos entre si.

"Desapareamiento” o "base nitrogenada no complementaria” se refiere al caso en el que una base
nitrogenada de un primer acido nucleico no es capaz de aparearse con la correspondiente base nitrogenada de un
segundo acido nucleico o acido nucleico diana.

"Enlace internucleosidico modificado” se refiere a una sustitucion o cualquier cambio de un enlace
internucleosidico natural (es decir, un enlace internucleosidico fosfodiéster).

"Base nitrogenada modificada" se refiere a cualquier base nitrogenada que no sea adenina, citosina,
guanina, timidina o uracilo. Una "base nitrogenada no modificada" se refiere a las bases purinicas adenina (A) y
guanina (G), y a las bases pirimidinicas timina (T), citosina (C) y uracilo (U).

"Nuclettido modificado" se refiere a un nucledtido que tiene, de manera independiente, un resto azucar
modificado, un enlace internucleosidico modificado o una base nitrogenada modificada. Un “nucledsido modificado”
se refiere a un nucleésido que tiene, de manera independiente, un resto aztcar modificado o una base nitrogenada
modificada.

"Oligonucleétido modificado" se refiere a un oligonucledtido que comprende al menos un nucleétido
modificado.

"Azucar modificado" se refiere a una sustitucién o cambio de un azulcar natural.

"Motivo" se refiere al patron de regiones quimicamente distintas en un compuesto antisentido.
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"Enlace internucleosidico natural” se refiere a un enlace fosfodiéster 3’ a 5'.
"Resto azlcar natural" se refiere a un azlcar que se encuentra en el ADN (2'-H) o ARN (2'-OH).

"Acido nucleico" se refiere a moléculas compuestas por nucleétidos monoméricos. Un &cido nucleico
incluye acidos ribonucleicos (ARN), acidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos nucleicos monocatenarios, acidos
nucleicos bicatenarios, ARN interferente pequefio (ARNip) y microARN (miARN). Un acido nucleico también puede
comprender una combinacién de estos elementos en una sola molécula.

"Base nitrogenada” se refiere a un resto heterociclico capaz de aparearse con una base de otro acido
nucleico.

"Secuencia de bases nitrogenadas" se refiere al orden de bases nitrogenadas contiguas independiente de
cualquier modificacion de un azucar, un enlace o una base nitrogenada.

"Nucledsido" se refiere a una base nitrogenada unida a un azucar.

"Nucledtido" se refiere a un nucledsido con un grupo fosfato unido covalentemente a la porcion azucar del
nucledsido.

"Compuesto oligomérico" u "oligbmero" se refiere a un polimero de subunidades monoméricas unidas que
es capaz de hibridar con al menos una regién de una molécula de acido nucleico.

"Oligonucleétido" se refiere a un polimero de nucleésidos unidos, cada uno de los cuales puede estar
modificado o no modificado, independiente uno del otro.

"Administracion parenteral" se refiere a la administracion mediante inyeccién o infusion. La administracion
parenteral incluye la administracion subcutanea, la administracién intravenosa, la administracion intramuscular, la
administracion intraarterial, la administracion intraperitoneal o la administracion intracraneal, por ejemplo, la
administracion intracerebral, la administracién intratecal, la administracién intraventricular, la administracion
ventricular, la administracion intracerebroventricular, la administracién intraventricular cerebral o la administracion
ventricular cerebral. La administracion puede ser continua, o crénica, 0 corta o intermitente.

"Péptido" se refiere a una molécula formada uniendo al menos dos aminoacidos mediante enlaces amida.
“Péptido” se refiere a polipéptidos y a proteinas.

"Composicion farmacéutica” se refiere a una mezcla de sustancias adecuada para administrarse a un
individuo. Por ejemplo, una composicion farmacéutica puede comprender uno o mas agentes farmacéuticos activos
y una solucién acuosa estéril.

"Sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisiologica y farmacéuticamente aceptables de los
compuestos antisentido, es decir, sales que conservan la actividad biolégica deseada del oligonucleétido original y
no le confieren efectos toxicolégicos no deseados.

"Enlace fosforotioato" se refiere a un enlace entre nucleésidos en el que el enlace fosfodiéster se modifica
reemplazando uno de los atomos de oxigeno no-puente con un atomo de azufre. Un enlace fosforotioato es un
enlace internucleosidico modificado.

"Porcion” se refiere a un numero definido de bases nitrogenadas contiguas (es decir, unidas) de un acido
nucleico. En determinadas formas de realizaciéon, una porcion es un numero definido de bases nitrogenadas
contiguas de un acido nucleico diana. En determinadas formas de realizacién, una porcién es un nimero definido de
bases nitrogenadas contiguas de un compuesto antisentido.

"Prevenir" se refiere a retrasar o evitar la aparicion o el desarrollo de una enfermedad, trastorno o afeccion
durante un periodo de tiempo que va de minutos a indefinidamente. Prevenir también se refiere a reducir el riesgo de
desarrollar una enfermedad, trastorno o afeccion.

"Profarmaco” se refiere a un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva que se convierte en
una forma activa dentro del cuerpo o sus células por la accién de enzimas enddgenas u otros productos quimicos o
condiciones.

"Efectos secundarios" se refiere a respuestas fisioldgicas atribuibles a un tratamiento, distintas de los
efectos deseados. En determinadas formas de realizacion, los efectos secundarios incluyen reacciones en el sitio de
la inyeccién, anomalias en las pruebas de funcién hepatica, anomalias de la funcién renal, toxicidad hepatica,
toxicidad renal, anomalias del sistema nervioso central, miopatias y malestar. Por ejemplo, el aumento de los niveles
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de aminotransferasa en suero puede indicar toxicidad hepatica o0 anomalias de la funcién hepatica. Por ejemplo, el
aumento de la bilirrubina puede indicar toxicidad hepatica o anomalias de la funcion hepatica.

"Oligonucledtido monocatenario” se refiere a un oligonucleétido que no estd hibridado con una hebra
complementaria.

"Que puede hibridar especificamente" se refiere a un compuesto antisentido que tiene el grado de
complementariedad suficiente entre un oligonucleétido antisentido y un acido nucleico diana para inducir un efecto
deseado, presentando al mismo tiempo efectos minimos o nulos sobre los acidos nucleicos no diana en condiciones
en las que se desea una union especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo y
tratamientos terapéuticos.

"Administracion subcutanea” se refiere a la administracion justo por debajo de la piel.

"Que se dirige a" o "dirigido a" se refiere al proceso de disefio y seleccion de un compuesto antisentido que
hibrida especificamente con un acido nucleico diana e induce un efecto deseado.

"Acido nucleico diana", "ARN diana" y "transcrito de ARN diana", se refieren a un acido nucleico al que
pueden dirigirse los compuestos antisentido.

"Segmento diana" se refiere a la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico diana a la que se dirige un
compuesto antisentido. "Sitio diana 5™ se refiere al nucledtido mas cercano al extremo 5’ de un segmento diana.
"Sitio diana 3™ se refiere al nucleétido mas cercano al extremo 3’ de un segmento diana.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un agente farmacéutico que proporciona un
beneficio terapéutico a un individuo.

"Inhibidor especifico de la transtiretina" o "inhibidor de la transtiretina” se refiere a cualquier compuesto
capaz de disminuir la expresion del ARNm de la transtiretina o de la proteina transtiretina. Los ejemplos de tales
compuestos incluyen un &cido nucleico, un péptido, un anticuerpo o un inhibidor de la histona desacetilasa.

"Modulador especifico de la transtiretina" o "modulador de la transtiretina" se refiere a cualquier compuesto
capaz de aumentar o disminuir la expresion del ARNm de la transtiretina o de la proteina transtiretina.

"Amiloidosis relacionada con la transtiretina” o "amiloidosis por transtiretina" o "enfermedad amiloide por
transtiretina”, tal como se utilizan en el presente documento, es cualquier proceso patolégico o enfermedad asociada
con la disfunciéon o mala regulacién de la transtiretina que da como resultado la formacion de fibrillas de amiloide que
contienen transtiretina. La amiloidosis por transtiretina incluye, pero no se limita a, la amiloidosis hereditaria por TTR,
la amiloidosis leptomeningea, la polineuropatia amiloide familiar (PAF), la miocardiopatia amiloide familiar, la
amiloidosis oculoleptomeningea familiar, la amiloidosis cardiaca senil o la amiloidosis sistémica senil.

"Tratar" se refiere a administrar una composicion farmacéutica para lograr una modificacién o mejora de
una enfermedad, trastorno o afeccién.

"Nucleétido no modificado” se refiere a un nucleétido compuesto por bases nitrogenadas, restos azlcar y
enlaces internucleosidicos naturales. En determinadas formas de realizacién, un nucleétido no modificado es un
nucleétido de ARN (es decir, B-D-ribonucledsidos) o un nucleétido de ADN (es decir, B-D-desoxirribonucleésido).

Determinadas formas de realizaciéon

Determinadas formas de realizacién de la divulgacion son métodos, compuestos y composiciones para
inhibir la expresion de transtiretina.

Determinadas formas de realizacién divulgan compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la
transtiretina. En determinadas formas de realizacion, el acido nucleico de la transtiretina es cualquiera de las
secuencias presentadas en el n° de registro del GENBANK NM_000371.2 (incorporada en el presente documento
como la SEQ ID NO: 1), el nimero de registro del GENBANK NT_010966.10 truncada desde el nucleétido 2009236
hasta el 2017289 (incorporada en el presente documento como la SEQ ID NO: 2); los exones 1-4 extraidos de la
secuencia gendmica de mono rhesus con el n° de registro del GENBANK NW_001105671.1, basandose en la
similitud con los exones humanos; y el n° de registro del GENBANK NW_001105671.1 truncada desde el nucleétido
628000 hasta el 638000 (incorporada en el presente documento como la SEQ ID NO: 4).

Determinadas formas de realizaciéon divulgan compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado
gue consiste en 8 a 80 nucledsidos unidos, en el que los nucledsidos unidos comprenden al menos 8 bases
nitrogenadas contiguas de una secuencia seleccionada de entre las secuencias de bases nitrogenadas que
aparecen en las SEQ ID NO: 25, 80, 86, 87, 115, 120, 122 y 124. En determinadas formas de realizacion, el
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oligonucleétido modificado comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos
14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al menos 20 bases nitrogenadas contiguas
de una secuencia seleccionada de entre las secuencias de bases nitrogenadas que aparecen en las SEQ ID NO: 25,
80, 86, 87, 115, 120, 122y 124,

Determinadas formas de realizacion de la divulgacion son compuestos que comprenden un oligonucleétido
modificado que consiste en 8 a 80 nucledsidos unidos, en el que los nucledsidos unidos comprenden al menos 8
bases nitrogenadas contiguas de la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80. En
determinadas formas de realizacion, el oligonucle6tido modificado comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11,
al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al
menos 20 bases nitrogenadas contiguas de una secuencia seleccionada de entre las secuencias de bases
nitrogenadas que aparecen en la SEQ ID NO: 80.

Determinadas formas de realizacion de la divulgacion son compuestos que comprenden un oligonucle6tido
modificado que consiste en 12 a 50 nucleésidos unidos, en el que los nucleésidos unidos comprenden al menos 8
bases nitrogenadas contiguas de la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80. En
determinadas formas de realizacion, el oligonucle6tido modificado comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11,
al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al
menos 20 bases nitrogenadas contiguas de una secuencia seleccionada de entre las secuencias de bases
nitrogenadas que aparecen en la SEQ ID NO: 80.

Determinadas formas de realizacion de la divulgacion son compuestos que comprenden un oligonucleétido
modificado que consiste en 12 a 30 nucleésidos unidos, en el que los nucleésidos unidos comprenden al menos 8
bases nitrogenadas contiguas de la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80. En
determinadas formas de realizacién, el oligonucle6tido modificado comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11,
al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al
menos 20 bases nitrogenadas contiguas de una secuencia seleccionada de entre las secuencias de bases
nitrogenadas que aparecen en la SEQ ID NO: 80.

Determinadas formas de realizacion de la divulgacion son compuestos que comprenden un oligonucle6tido
modificado que consiste en 15 a 25 nucleésidos unidos, en el que los nucleésidos unidos comprenden al menos 8
bases nitrogenadas contiguas de la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80. En
determinadas formas de realizacion, el oligonucle6tido modificado comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11,
al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al
menos 20 bases nitrogenadas contiguas de una secuencia seleccionada de entre las secuencias de bases
nitrogenadas que aparecen en la SEQ ID NO: 80.

Determinadas formas de realizacion de la divulgacion son compuestos que comprenden un oligonucle6tido
modificado que consiste en 18 a 21 nucle6sidos unidos, en el que los nucleésidos unidos comprenden al menos 8
bases nitrogenadas contiguas de la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80. En
determinadas formas de realizacion, el oligonucle6tido modificado comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11,
al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al
menos 20 bases nitrogenadas contiguas de una secuencia seleccionada de entre las secuencias de bases
nitrogenadas que aparecen en la SEQ ID NO: 80.

Determinadas formas de realizacion de la divulgacion son compuestos que comprenden un oligonucleétido
modificado que consiste en 20 a 30 nucledsidos unidos, en el que los nucleésidos unidos comprenden al menos 8
bases nitrogenadas contiguas de la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80. En
determinadas formas de realizacién, el oligonucle6tido modificado comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11,
al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18 o al menos 19 bases
nitrogenadas contiguas de la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80.

En determinadas formas de realizacion, el compuesto comprende un oligonucledtido modificado que
consiste en 20 nucleésidos unidos expuestos en la SEQ ID NO: 80.

En determinadas formas de realizacion, el oligonucleétido modificado consiste en un oligonucleétido
modificado monocatenario.

En determinadas formas de realizacién, el oligonucleétido modificado consiste en 20 nucledsidos unidos.

En determinadas formas de realizacion, la secuencia de bases nitrogenadas del oligonucleétido modificado
tiene una complementariedad de al menos un 90% en toda su longitud con una secuencia de bases nitrogenadas de
la SEQIDNO: 1, 2 o 4. En determinadas formas de realizacién, la secuencia de bases nitrogenadas del
oligonucleétido modificado tiene una complementariedad de al menos un 95% en toda su longitud con una secuencia
de bases nitrogenadas de la SEQ ID NO: 1, 2 o 4. En determinadas formas de realizacion, el oligonucleétido
modificado tiene una complementariedad de al menos un 99% en toda su longitud con la SEQ ID NO: 1, 2 0 4. En
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determinadas formas de realizacion, la secuencia de bases nitrogenadas del oligonucleétido modificado tiene una
complementariedad del 100% en toda su longitud con una secuencia de bases nitrogenadas de la SEQ ID NO: 1, 2 o
4,

En determinadas formas de realizacién, el compuesto tiene al menos un enlace internucleosidico
modificado. En determinadas formas de realizacion, el enlace internucleosidico es un enlace internucleosidico
fosforotioato.

En determinadas formas de realizacion, el compuesto tiene al menos un nucleésido que comprende un
azucar modificado. En determinadas formas de realizacion, el al menos un azicar modificado es un azlcar biciclico.
En determinadas formas de realizacion, el al menos un azucar biciclico comprende un puente 4’-CH(CHz)-O-2'. En
determinadas formas de realizacion, el al menos un azlcar modificado comprende un 2’-O-metoxietilo.

En determinadas formas de realizacién, el compuesto comprende al menos un nucleésido modificado
tetrahidropirano, en el que un anillo tetrahidropirano reemplaza el anillo furandsico. En determinadas formas de
realizacion, el al menos un nucledsido modificado tetrahidropirano tiene la estructura:

O\‘l i Bx
F

g—o 0
<

en la que Bx es un resto base heterociclica opcionalmente protegido.

En determinadas formas de realizacién, el compuesto tiene al menos un nucledsido que comprende una
base nitrogenada modificada. En determinadas formas de realizacion, la base nitrogenada modificada es una 5-
metilcitosina.

En determinadas formas de realizacién, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

(i) un segmento de separacion que consiste en desoxinucledsidos unidos;

(ii) segmento de ala 5’ que consiste en nucledsidos unidos;

(i) un segmento de ala 3' que consiste en nucledsidos unidos, en el que el segmento de separacion se
encuentra entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3, y en el que cada nucleésido de cada segmento de
ala comprende un aztcar modificado.

En determinadas formas de realizacion, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

(i) un segmento de separacion que consiste en diez desoxinucleésidos unidos;

(ii) segmento de ala 5’ que consiste en cinco nucledsidos unidos;

(iii) segmento de ala 3' que consiste en cinco nucleésidos unidos, en el que el segmento de separaciéon se
encuentra inmediatamente adyacente a y entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3’, en el que cada
nucleésido de cada segmento de ala comprende un azlcar 2’-O-metoxietilo; y en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato.

En determinadas formas de realizacién, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

(i) un segmento de separacion que consiste en ocho desoxinucledsidos unidos;

(ii) segmento de ala 5’ que consiste en seis nucledsidos unidos;

(iii) segmento de ala 3’ que consiste en seis nucleésidos unidos, en el que el segmento de separaciéon se
encuentra inmediatamente adyacente a y entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3', en el que cada
nucleésido de cada segmento de ala comprende un azlcar 2’-O-metoxietilo; y en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato.

En determinadas formas de realizacién, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

(i) un segmento de separacion que consiste en ocho desoxinucleésidos unidos;

(ii) segmento de ala 5’ que consiste en cinco nucledsidos unidos;

(iii) segmento de ala 3' que consiste en cinco nucledsidos unidos, en el que el segmento de separacién se
encuentra inmediatamente adyacente a y entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3', en el que cada
nucleésido de cada segmento de ala comprende un azlcar 2’-O-metoxietilo; y en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 625 689 T3

En determinadas formas de realizacion, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

(i) un segmento de separacion que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;

(ii) segmento de ala 5’ que consiste en cinco nucledsidos unidos;

(iii) segmento de ala 3' que consiste en cinco nucledsidos unidos, en el que el segmento de separacién se
encuentra inmediatamente adyacente a y entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3', en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un azlcar 2’-O-metoxietilo; y en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato; y en el que la secuencia de bases nitrogenadas comprende al
menos 8 bases nitrogenadas contiguas de la secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO:
80.

En determinadas formas de realizacion, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

(i) un segmento de separacion que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;

(i) segmento de ala 5’ que consiste en cinco nucledsidos unidos;

(iii) segmento de ala 3' que consiste en cinco nucledsidos unidos, en el que el segmento de separacion se
encuentra inmediatamente adyacente a y entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3', en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un azlcar 2’-O-metoxietilo; y en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato; y en el que la secuencia de bases nitrogenadas se expone en la
SEQ ID NO: 80.

Determinadas formas de realizaciéon divulgan una composicién que comprende un compuesto segun se
describe en el presente documento, o una sal del mismo, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En
determinadas formas de realizacion, la composicion comprende un oligonucleétido modificado que consiste en 12 a
30 nucleédsidos unidos y que tiene una secuencia de bases nitrogenadas que comprende al menos 12 bases
nitrogenadas contiguas de una secuencia de bases nitrogenadas seleccionada de entre las secuencias de bases
nitrogenadas que aparecen en las SEQ ID NO: 25, 80, 86, 87, 115, 120, 122 y 124 o una sal del mismo y un vehiculo
o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Determinadas formas de realizaciéon divulgan una composicién que comprende un compuesto segln se
describe en el presente documento, o una sal del mismo, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En
determinadas formas de realizacion, la composicion comprende un oligonucleétido modificado que consiste en 12 a
30 nucleédsidos unidos y que tiene una secuencia de bases nitrogenadas que comprende al menos 12 bases
nitrogenadas contiguas de las secuencias de bases nitrogenadas expuestas en la SEQ ID NO: 80 o una sal del
mismo y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Determinadas formas de realizaciéon divulgan una composicién que comprende un compuesto segln se
describe en el presente documento, en las que el nivel de viscosidad es inferior a 40 cP. En determinadas formas de
realizacién, la composicion tiene un nivel de viscosidad inferior a 15 cP. En determinadas formas de realizacion, la
composicion tiene un nivel de viscosidad inferior a 12 cP. En determinadas formas de realizacion, la composicion
tiene un nivel de viscosidad inferior a 10 cP.

Determinadas formas de realizacion de la divulgacion son métodos para tratar, prevenir o mejorar la
amiloidosis por transtiretina.

Determinadas formas de realizaciéon divulgan métodos que comprenden administrar a un animal un
compuesto segun se describe en el presente documento. En determinadas formas de realizacion, el método
comprende administrar a un animal un oligonucleétido modificado que consiste en 12 a 30 nucledsidos unidos y que
tiene una secuencia de bases nitrogenadas que comprende al menos 8 bases nitrogenadas contiguas de una
secuencia de bases nitrogenadas seleccionada de entre las secuencias de bases nitrogenadas que aparecen en las
SEQ ID NO: 25, 80, 86, 87, 115, 120, 122 y 124.

Determinadas formas de realizaciéon divulgan métodos que comprenden administrar a un animal un
compuesto segun se describe en el presente documento. En determinadas formas de realizacion, el método
comprende administrar a un animal un compuesto u oligonucledétido modificado que consiste en 12 a 30 nucledsidos
unidos, en el que los nucledsidos unidos comprenden al menos una porcion de 8 bases nitrogenadas contiguas
complementaria de una porcion de la misma longitud dentro de la regién seleccionada de los nucleétidos 501-535 o
580-608 de la SEQ ID NO: 1.

Determinadas formas de realizaciéon divulgan métodos que comprenden administrar a un animal un
compuesto segun se describe en el presente documento. En determinadas formas de realizacion, el método
comprende administrar a un animal un oligonucleétido modificado que consiste en 12 a 30 nucleésidos unidos y que
tiene una secuencia de bases nitrogenadas que comprende al menos 8 bases nitrogenadas contiguas de una
secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80.
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Determinadas formas de realizacion divulgan métodos que comprenden administrar a un animal un
compuesto segun se describe en el presente documento. En determinadas formas de realizacion, el método
comprende administrar a un animal un compuesto u oligonucleétido modificado que consiste en 12 a 30 nucledsidos
unidos, en el que los nucledsidos unidos comprenden al menos una porcion de 8 bases nitrogenadas contiguas
complementaria de una porcién de la misma longitud dentro de la region seleccionada de los nucleétidos 508-527 de
la SEQ ID NO: 1.

En determinadas formas de realizacion, el animal es un ser humano.

En determinadas formas de realizacién, la administracion previene, trata, mejora o retrasa la evolucién de la
amiloidosis por transtiretina segun se describe en el presente documento.

En determinadas formas de realizacion, el compuesto se coadministra con un segundo agente.

En determinadas formas de realizacion, el compuesto y el segundo agente se administran de forma
concomitante.

En determinadas formas de realizacion, la administracion es la administracion parenteral. En determinadas
formas de realizacion, la administracion parenteral es la administracion subcutanea. En determinadas formas de
realizacioén, la formulacion para la administracion es el compuesto en solucién salina. En determinadas formas de
realizacién, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado que consiste en 12 a 30 nucledsidos unidos y
gue tiene una secuencia de bases nitrogenadas que comprende al menos 12 bases nitrogenadas contiguas de una
secuencia de bases nitrogenadas seleccionada de entre las secuencias de bases nitrogenadas que aparecen en las
SEQ ID NO: 25, 80, 86, 87, 115, 120, 122 y 124, o una sal del mismo y solucién salina. En determinadas formas de
realizacién, la formulacién no incluye ningun agente estabilizador ni agentes estabilizadores adicionales, incluidos
agentes lipidicos.

En determinadas formas de realizacién, la administracion es la administracion parenteral. En determinadas
formas de realizacion, la administracion parenteral es la administracién intracraneal. En determinadas formas de
realizacion, la administracion intracraneal es la administracion intracerebral, intratecal, intraventricular, ventricular,
intracerebroventricular, intraventricular cerebral o ventricular cerebral.

Determinadas formas de realizacion de la divulgacién son métodos para reducir la expresién del ARNm de
la transtiretina o de la proteina transtiretina en un animal, que comprende administrar al animal un compuesto o
composicion segln se describe en el presente documento para reducir la expresién del ARNm de la transtiretina o
de la proteina transtiretina en el animal. En determinadas formas de realizacién, el animal es un ser humano. En
determinadas formas de realizacién, la reduccion de la expresion del ARNm de la transtiretina o de la proteina
transtiretina previene, trata, mejora o retrasa la evolucion de la amiloidosis por transtiretina.

Determinadas formas de realizacion de la divulgacién son métodos para tratar a un ser humano que padece
una enfermedad relacionada con la transtiretina, que comprende identificar al ser humano que padece la
enfermedad y administrar al ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicién
segln se describe en el presente documento. En determinadas formas de realizacion, el tratamiento reduce un
sintoma seleccionado del grupo que consiste en la inquietud, la falta de coordinacion, el nistagmo, la paraparesia
espastica, la falta de coordinacién muscular, las alteraciones de la vision, el insomnio, las sensaciones extrafias, la
mioclonia, la ceguera, la afasia, el sindrome del tinel carpiano, las convulsiones, las hemorragias subaracnoideas, el
ictus y la hemorragia cerebral, la hidrocefalia, la ataxia y la pardlisis espastica, el coma, la neuropatia sensorial, la
parestesia, la hipoestesia, la neuropatia motora, la neuropatia autonémica, la hipotensidon ortostatica, el
estrefiimiento ciclico, la diarrea ciclica, las nauseas, el vomito, la disminucion de la sudoracién, la impotencia, el
vaciamiento gastrico retardado, la retencion urinaria, la incontinencia urinaria, la cardiopatia progresiva, la fatiga, la
dificultad respiratoria, la pérdida de peso, la falta de apetito, el entumecimiento, el hormigueo, la debilidad, la
macroglosia, el sindrome nefrético, la insuficiencia cardiaca congestiva, la disnea de esfuerzo, el edema periférico,
las arritmias, las palpitaciones, el mareo, el sincope, la hipotensién postural, los problemas de los nervios periféricos,
el deterioro sensoriomotor, la neuropatia de las extremidades inferiores, la neuropatia de las extremidades
superiores, la hiperalgesia, la sensibilidad térmica alterada, la debilidad de las extremidades inferiores, la caquexia,
el edema nperiférico, la hepatomegalia, la puarpura, la disfuncion diastélica, las contracciones ventriculares
prematuras, la neuropatia craneal, la disminucién de los reflejos tendinosos profundos, los depésitos de amiloide en
el humor vitreo, la opacidad vitrea, la xeroftalmia, el glaucoma, el aspecto festoneado en las pupilas, la hinchazén de
los pies debida a la retencion de agua. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es un sintoma cognitivo
seleccionado del grupo que consiste en el deterioro de la memoria, el deterioro de la capacidad de juicio y de
razonamiento, el deterioro de la capacidad de planificacion, la alteracion de la flexibilidad, el deterioro del
pensamiento abstracto, el deterioro de la capacidad de adquisicion de reglas, el deterioro de la capacidad para
iniciar acciones apropiadas, el deterioro de la capacidad para inhibir acciones inapropiadas, el deterioro de la
memoria a corto plazo, el deterioro de la memoria a largo plazo, la paranoia, la desorientacion, la confusion, la
alucinacion y la demencia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es un sintoma psiquiatrico
seleccionado del grupo que consiste en la demencia, la ansiedad, la depresion, el embotamiento afectivo, el
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egocentrismo, la agresividad, el comportamiento compulsivo, la irritabilidad, los cambios de personalidad, incluidos el
deterioro de la memoria, de la capacidad de juicio y de razonamiento, y la idea suicida.

Otras formas de realizacion de la divulgaciéon son métodos para tratar a un ser humano que padece
amiloidosis por transtiretina que conduce a una amiloidosis cardiaca, y administrar al ser humano una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicion segun se describe en el presente documento. En
determinadas formas de realizacion, el tratamiento reduce un sintoma seleccionado del grupo que consiste en la
insuficiencia cardiaca congestiva, la cardiomegalia, la disnea de esfuerzo, el edema periférico, las arritmias, las
palpitaciones, el mareo, el sincope, la deposicion en el subendotelio de la vasculatura periférica puede conducir a
una hipotension postural grave, la disfuncion diastélica, el bloqueo cardiaco, las contracciones ventriculares
prematuras, y diversas taquiarritmias.

Otras formas de realizacion de la divulgaciéon son métodos para tratar a un ser humano que padece
amiloidosis por transtiretina que conduce a trastornos neuropaticos periféricos, y administrar al ser humano una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicion segin se describe en el presente documento. En
determinadas formas de realizacién, el tratamiento reduce un sintoma seleccionado del grupo que consiste en
problemas de los nervios periféricos, el deterioro sensoriomotor, la neuropatia de las extremidades inferiores, la
neuropatia de las extremidades superiores, la hiperalgesia, la sensibilidad térmica alterada, la debilidad de las
extremidades inferiores, el dolor, la disautonomia, manifestada con frecuencia como una disfuncion sexual o urinaria,
la debilidad y la deficiencia sensorial simétrica, la hipotension ortostatica, la diarrea y/o la impotencia.

Otras formas de realizacion de la divulgaciéon son métodos para tratar a un ser humano que padece
amiloidosis por transtiretina que conduce a trastornos gastrointestinales, y administrar al ser humano una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto 0 composicion segun se describe en el presente documento. En
determinadas formas de realizacién, el tratamiento reduce un sintoma seleccionado del grupo que consiste en la
diarrea, el estrefiimiento, las nauseas, el vémito, y los trastornos renales y hepaticos relacionados.

También se divulga un método para reducir o prevenir la amiloidosis por transtiretina, que comprende
administrar a un ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicién segun se
describe en el presente documento, reduciendo o previniendo asi la amiloidosis por transtiretina.

También se divulga un método para reducir o prevenir una enfermedad cardiaca, que comprende
administrar a un ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicién segun se
describe en el presente documento, reduciendo o previniendo asi una enfermedad cardiaca. También de divulga un
método para reducir o prevenir una enfermedad neuropatica, que comprende administrar a un ser humano una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicién segun se describe en el presente documento,
reduciendo o previniendo asi una enfermedad neuropatica. También de divulga un método para reducir o prevenir
una enfermedad gastrointestinal, que comprende administrar a un ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto o composicién segun se describe en el presente documento, reduciendo o previniendo asi una
enfermedad gastrointestinal.

También se divulga un método para mejorar un sintoma de la amiloidosis por transtiretina, que comprende
administrar a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que
consiste en 12 a 30 nucleésidos unidos, en el que dicho oligonucleétido modificado hibrida especificamente con la
SEQ ID NO: 1, 2 0 4, mejorando asi un sintoma de la amiloidosis por transtiretina en el ser humano.

También se divulga un método para reducir la tasa de progresion de un sintoma asociado con la amiloidosis
por transtiretina, que comprende administrar a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un
oligonucleétido modificado que consiste en 12 a 30 nucleésidos unidos, en el que dicho oligonucleétido modificado
hibrida especificamente con la SEQ ID NO: 1, 2 o 4, reduciendo asi la tasa de progresién de un sintoma de la
amiloidosis por transtiretina en el ser humano.

También se divulga un método para revertir la degeneracion indicada por un sintoma asociado con una
amiloidosis por transtiretina, administrando a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un
oligonucledtido modificado que consiste en 12 a 30 nucledsidos unidos, en el que dicho oligonucleétido modificado
hibrida especificamente con la SEQ ID NO: 1, 2 o 4, revertiendo asi la degeneracion indicada por un sintoma de la
enfermedad amiloide por transtiretina en el ser humano.

También se divulga un método para mejorar un sintoma de la amiloidosis por transtiretina, que comprende
administrar a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que
consiste en 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de bases nitrogenadas que comprende al menos
8 bases nitrogenadas contiguas de una secuencia de bases nitrogenadas que aparece en la SEQ ID NO: 80,
mejorando asi un sintoma de la amiloidosis por transtiretina en el ser humano.

Otras formas de realizacion de la divulgacién son métodos para tratar a un ser humano que padece
amiloidosis por transtiretina, administrando a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un
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oligonucleétido modificado que consiste en 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de bases
nitrogenadas que comprende al menos 8 bases nitrogenadas contiguas de una secuencia de bases nitrogenadas
gue aparece en la SEQ ID NO: 80, tratando asi la amiloidosis por transtiretina en un ser humano.

En determinadas formas de realizacion, el sintoma es un sintoma fisico, cognitivo, psiquiatrico o periférico.
En determinadas formas de realizacion, el sintoma es un sintoma fisico seleccionado del grupo que consiste en la
inquietud, la falta de coordinacién, el nistagmo, la paraparesia espastica, la falta de coordinacién muscular, las
alteraciones de la visién, el insomnio, las sensaciones extrafias, la mioclonia, la ceguera, la afasia, el sindrome del
tunel carpiano, las convulsiones, las hemorragias subaracnoideas, el ictus y la hemorragia cerebral, la hidrocefalia, la
ataxia, y la pardlisis espastica, el coma, la neuropatia sensorial, la parestesia, la hiperestesia, la neuropatia motora,
la neuropatia autonémica, la hipotension ortostatica, el estrefiimiento ciclico, la diarrea ciclica, las nauseas, el
vémito, la disminucién de la sudoracion, la impotencia, el vaciamiento gastrico retardado, la retencién urinaria, la
incontinencia urinaria, la cardiopatia progresiva, la fatiga, la dificultad respiratoria, la pérdida de peso, la falta de
apetito, el entumecimiento, el hormigueo, la debilidad, la macroglosia, el sindrome nefrético, la insuficiencia cardiaca
congestiva, la disnea de esfuerzo, el edema periférico, las arritmias, las palpitaciones, el mareo, el sincope, la
hipotension postural, los problemas de los nervios periféricos, el deterioro sensoriomotor, la neuropatia de las
extremidades inferiores, la neuropatia de las extremidades superiores, la hiperalgesia, la sensibilidad térmica
alterada, la debilidad de las extremidades inferiores, la caquexia, el edema periférico, la hepatomegalia, la purpura,
la disfunciéon diastdlica, las contracciones ventriculares prematuras, la neuropatia craneal, la disminucién de los
reflejos tendinosos profundos, los depdsitos de amiloide en el humor vitreo, la opacidad vitrea, la xeroftalmia, el
glaucoma, el aspecto festoneado en las pupilas, la hinchazén de los pies debida a la retenciéon de agua. En
determinadas formas de realizacién, el sintoma es un sintoma cognitivo seleccionado del grupo que consiste en el
deterioro de la memoria, el deterioro de la capacidad de juicio y de razonamiento, el deterioro de la capacidad de
planificacion, la alteracion de la flexibilidad, el deterioro del pensamiento abstracto, el deterioro de la capacidad de
adquisicion de reglas, el deterioro de la capacidad para iniciar acciones apropiadas, el deterioro de la capacidad para
inhibir acciones inapropiadas, el deterioro de la memoria a corto plazo, el deterioro de la memoria a largo plazo, la
paranoia, la desorientacién, la confusién, la alucinacién y la demencia. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es un sintoma psiquiatrico seleccionado del grupo que consiste en la demencia, la ansiedad, la depresion, el
embotamiento afectivo, el egocentrismo, la agresividad, el comportamiento compulsivo, la irritabilidad, los cambios
de personalidad, incluidos el deterioro de la memoria, de la capacidad de juicio y de razonamiento, y la idea suicida.

En determinadas formas de realizacién, el sintoma es al menos uno de entre al menos un sintoma fisico, al
menos un sintoma cognitivo, al menos un sintoma psiquiatrico, y al menos un sintoma periférico.

En determinadas formas de realizacién, el sintoma fisico esta seleccionado del grupo que consiste en la
inquietud, la falta de coordinacion, los movimientos involuntariamente iniciados, los movimientos involuntariamente
inacabados, la marcha inestable, la corea, la rigidez, los movimientos de contorsion, las posturas anormales, la
inestabilidad, las expresiones faciales anormales, la dificultad para masticar, la disfagia, la dificultad para hablar, las
convulsiones y los trastornos del suefio.

En determinadas formas de realizacion, el sintoma cognitivo esta seleccionado del grupo que consiste en el
deterioro de la memoria, el deterioro de la capacidad de juicio y de razonamiento, el deterioro de la capacidad de
planificacion, la alteracion de la flexibilidad, el deterioro del pensamiento abstracto, el deterioro de la capacidad de
adquisicion de reglas, el deterioro de la capacidad para iniciar acciones apropiadas, el deterioro de la capacidad para
inhibir acciones inapropiadas, el deterioro de la memoria a corto plazo, el deterioro de la memoria a largo plazo, la
paranoia, la desorientacion, la confusion, la alucinacién y la demencia.

En determinadas formas de realizacion el sintoma psiquiatrico esta seleccionado del grupo que consiste en
la demencia, la ansiedad, la depresién, el embotamiento afectivo, el egocentrismo, la agresividad, el comportamiento
compulsivo, la irritabilidad, los cambios de personalidad, incluidos el deterioro de la memoria, de la capacidad de
juicio y de razonamiento, y la idea suicida.

En determinadas formas de realizacion el sintoma periférico esta seleccionado del grupo que consiste en la
reduccion de la masa cerebral, la atrofia muscular, la insuficiencia cardiaca, la tolerancia alterada a la glucosa, la
pérdida de peso, la osteoporosis y la atrofia testicular.

También se proporcionan métodos y compuestos para preparar un medicamento para tratar, prevenir o
mejorar una enfermedad relacionada con el sistema nervioso central.

Determinadas formas de realizacion proporcionan el uso de un compuesto segun se describe en el
presente documento en la fabricacion de un medicamento para tratar, mejorar o prevenir una amiloidosis por
transtiretina.

Determinadas formas de realizacion proporcionan un compuesto segin se describe en el presente

documento para utilizarse en el tratamiento, la prevencion o la mejoria de la amiloidosis por transtiretina segun se
describe en el presente documento mediante terapia de combinacién con un agente o tratamiento adicional segun se
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describe en el presente documento. Los agentes o tratamientos pueden coadministrarse o administrarse de forma
concomitante.

Determinadas formas de realizacion proporcionan el uso de un compuesto segin se describe en el
presente documento en la fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir o mejorar la amiloidosis por
transtiretina segin se describe en el presente documento mediante terapia de combinacién con un agente o
tratamiento adicional segin se describe en el presente documento. Los agentes o tratamientos pueden
coadministrarse o administrarse de forma concomitante.

Determinadas formas de realizacion proporcionan el uso de un compuesto segun se describe en el
presente documento en la fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir o mejorar la amiloidosis por
transtiretina segun se describe en el presente documento en un paciente al que posteriormente se administra un
agente o tratamiento adicional segun se describe en el presente documento.

Determinadas formas de realizacién proporcionan un kit para tratar, prevenir o mejorar la amiloidosis por
transtiretina segun se describe en el presente documento, en las que el kit comprende:

(i) un compuesto segun se describe en el presente documento; y, como alternativa,
(ii) un agente o tratamiento adicional segin se describe en el presente documento.

Un kit segun se describe en el presente documento puede incluir adicionalmente instrucciones para utilizar
el kit para tratar, prevenir o mejorar la amiloidosis por transtiretina segin se describe en el presente documento
mediante terapia de combinacién segln se describe en el presente documento.

Compuestos antisentido

Los compuestos oligoméricos incluyen, pero no se limitan a, oligonucledétidos, oligonucledsidos, analogos
de oligonucleodtidos, miméticos de oligonucledtidos, compuestos antisentido, oligonucleétidos antisentido y ARNip.
Un compuesto oligomérico puede ser "antisentido" con respecto a un acido nucleico diana, lo que significa que es
capaz de hibridar con un acido nucleico diana mediante enlaces de hidrogeno.

En determinadas formas de realizacién, un compuesto antisentido tiene una secuencia de bases
nitrogenadas que, cuando se escribe en la direccién 5" a 3’, comprende el complemento inverso del segmento diana
de un &cido nucleico diana al que se dirige. En algunas de tales formas de realizacién, un oligonucle6tido antisentido
tiene una secuencia de bases nitrogenadas que, cuando se escribe en la direccion 5 a 3’, comprende el
complemento inverso del segmento diana de un acido nucleico diana al que se dirige.

En determinadas formas de realizacion, un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de la
transtiretina tiene una longitud de 12 a 30 nucleétidos. Es decir, los compuestos antisentido son 12 a 30 bases
nitrogenadas unidas. En otras formas de realizacion, el compuesto antisentido comprende un oligonucle6tido
modificado que consiste en 8 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15 a 30, 18 a 24, 18 a 21, 19 a 22 o 20 bases nitrogenadas
unidas. En algunas de tales formas de realizacién, el compuesto antisentido comprende un oligonucle6tido
modificado que consiste en una longitud de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 u 80 bases nitrogenadas unidas, o un
intervalo definido por dos cualesquiera de los valores anteriores.

En determinadas formas de realizacion, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado
acortado o truncado. El oligonucleétido modificado acortado o truncado puede tener un Gnico nucledsido delecionado
del extremo 5’ (truncamiento 5%), o0 como alternativa, del extremo 3' (truncamiento 3'). Un oligonucle6tido acortado o
truncado puede tener dos nucledsidos delecionados del extremo 5, o como alternativa, puede tener dos
subunidades delecionadas del extremo 3. Como alternativa, los nucleésidos delecionados pueden estar dispersos
por todo el oligonucleétido modificado, por ejemplo, en un compuesto antisentido con un nucleésido delecionado del
extremo 5’y un nucleésido delecionado del extremo 3.

Cuando hay un solo nucleésido adicional en un oligonucleétido alargado, el nucleésido adicional puede
estar situado en el extremo 5 o 3' del oligonucle6tido. Cuando hay dos o mas nucledsidos adicionales, los
nucledsidos afiadidos pueden ser adyacentes entre si, por ejemplo, en un oligonucleétido con dos nucleésidos
afiadidos al extremo 5' (adicién 5), o como alternativa, al extremo 3' (adiciéon 3’), del oligonucle6tido. Como
alternativa, el nucledsido afiadido puede estar disperso por todo el compuesto antisentido, por ejemplo, en un
oligonucledtido con un nucledsido afiadido al extremo 5’ y una subunidad afiadida al extremo 3.

Es posible aumentar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido, tal como un oligonucleétido
antisentido, y/o introducir bases desapareadas sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf et al. (Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 89:7305-7309, 1992), se ensayd una serie de oligonucledtidos antisentido de 13-25 bases
nitrogenadas de longitud para determinar su capacidad para inducir la escision de un ARN diana en un modelo de
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inyeccion en oocitos. Los oligonucledtidos antisentido de 25 bases nitrogenadas de longitud con 8 u 11 bases
desapareadas cerca de los extremos de los oligonuclettidos antisentido fueron capaces de dirigir la escision
especifica del ARNm diana, aunque en menor medida que los oligonucleétidos antisentido que no contenian
desapareamientos. Del mismo modo, se consiguié la escision especifica de la diana utilizando 13 oligonucleétidos
antisentido de 13 bases nitrogenadas, incluidos aquellos con 1 o 3 desapareamientos.

Gautschi et al. (J. Natl. Cancer Inst. 93:463-471, marzo de 2001) demostraron la capacidad de un
oligonucleétido con una complementariedad del 100% con el ARNm de bcl-2 y que tenia 3 desapareamientos con
respecto al ARNm de bcl-xL para reducir la expresion tanto de bcl-2 como de bcl-xL in vitro e in vivo. Ademas, este
oligonucledtido demostré tener una potente actividad antitumoral in vivo.

Maher y Dolnick (Nuc. Acid. Res. 16:3341-3358,1988) ensayaron una serie de oligonuclettidos antisentido
en tandem de 14 bases nitrogenadas, y unos oligonucleétidos antisentido de 28 y 42 bases nitrogenadas
compuestos por la secuencia de dos o tres de los oligonucledtidos antisentido en tandem, respectivamente, para
determinar su capacidad de detener la traduccién de la DHFR humana en un ensayo de reticulocitos de conejo.
Cada uno de los tres oligonucleétidos antisentido de 14 bases nitrogenadas en solitario era capaz de inhibir la
traduccion, aunque a un nivel mas modesto que los oligonucledtidos antisentido de 28 o0 42 bases nitrogenadas.

Motivos de los compuesto antisentido

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la
transtiretina tienen subunidades quimicamente modificadas dispuestas en patrones, o motivos, para conferir a los
compuestos antisentido propiedades tales como mayor actividad inhibidora, mayor afinidad de unién por un &cido
nucleico diana, o resistencia a la degradacién por nucleasas in vivo.

Los compuestos antisentido hibridos contienen por lo general al menos una region modificada a fin de
conferir mayor resistencia a la degradacién por nucleasas, mejor captacién celular, mayor afinidad de unién por el
acido nucleico diana, y/o mayor actividad inhibidora. Una segunda region de un compuesto antisentido hibrido puede
opcionalmente hacer de sustrato para la endonucleasa celular ARNasa H, que escinde la hebra de ARN de un
duplex ARN:ADN.

Los compuestos antisentido que tienen un motivo gapmer se consideran compuestos antisentido hibridos.
En un gapmer hay una regién interna con una pluralidad de nucleétidos o nucleésidos unidos que soporta la escision
por la ARNasa H, situada entre unas regiones externas que tienen una pluralidad de nucle6tidos o nucleédsidos
unidos que son quimicamente distintos de los nucleétidos o nucledsidos unidos de la region interna. En el caso de
un oligonucledtido antisentido con un motivo gapmer, el segmento de separacidon generalmente hace de sustrato
para la escision por la endonucleasa, mientras que los segmentos de ala comprenden nucledsidos modificados. En
determinadas formas de realizacion, las regiones de un gapmer se diferencian por los tipos de restos azlcar que
comprenden cada regién distinta. Los tipos de restos azlcar que se utilizan para diferenciar las regiones de un
gapmer pueden incluir en algunas formas de realizacion R-D-ribonucleésidos, R-D-desoxirribonucleésidos,
nucledsidos con modificacién en 2’ (tales nucledsidos con modificacion en 2’ pueden incluir 2'-MOE y 2'-O-CHs, entre
otros), y nucleésidos modificados con azucar biciclico (tales nucleésidos modificados con azucar biciclico pueden
incluir aquellos con un puente 4'-(CH2)nO-2', en los que n=1 o n=2). Preferentemente, cada region distinta
comprende restos azucar uniformes. El motivo ala-separacién-ala se describe con frecuencia como "X-Y-Z", en los
qgue "X" representa la longitud de la regiéon de ala 5, "Y" representa la longitud de la regiéon de separacion, y "Z"
representa la longitud de la regién de ala 3'. Tal como se utiliza en el presente documento, un gapmer descrito como
"X-Y-Z" tiene una configuracion tal que el segmento de separacion se encuentra inmediatamente adyacente al
segmento de ala 5’ y al segmento de ala 3. Por lo tanto, no existen nucleétidos intercalados entre el segmento de
ala 5' y el segmento de separacion, ni entre el segmento de separacion y el segmento de ala 3'. Cualquiera de los
compuestos antisentido descritos en el presente documento puede tener un motivo gapmer. En algunas formas de
realizacién, X y Z son iguales, en otras formas de realizacién son diferentes. En una forma de realizacion preferente,
Y tiene entre 8 y 15 nucleétidos. X, Y o Z pueden tener 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18, 19,
20, 25, 30 o mas nucledtidos. Por lo tanto, los gapmers incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo 5-10-5, 4-8-4, 4-
12-3, 4-12-4, 3-14-3, 2-13-5, 2-16-2, 1-18-1, 3-10-3, 2-10-2, 1-10-1, 2-8-2, 6-8-6 0 5-8-5.

En determinadas formas de realizacion, el compuesto antisentido tiene un motivo "wingmer", que tiene una
configuracion ala-separacion o separacién-ala, es decir, una configuracion X-Y o Y-Z tal como se ha descrito
anteriormente para la configuracién del gapmer. Por lo tanto, las configuraciones wingmer incluyen, pero no se
limitan a, por ejemplo 5-10, 8-4, 4-12, 12-4, 3-14, 16-2, 18-1, 10-3, 2-10, 1-10, 8-2, 2-13 0 5-13.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la
transtiretina poseen un motivo gapmer 5-10-5.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la
transtiretina poseen un motivo gapmer 6-8-6.
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En determinadas formas de realizacién, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la
transtiretina poseen un motivo gapmer 5-8-5.

En determinadas formas de realizacion, un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de la
transtiretina tiene un motivo con la separacion ampliada.

En determinadas formas de realizacion, un oligonucleétido antisentido con la separaciéon ampliada dirigido a
un acido nucleico de la transtiretina tiene un segmento de separacion de diez 2'-desoxirribonucledtidos situado
inmediatamente adyacente a y entre segmentos de ala de cinco nucledsidos modificados quimicamente. En
determinadas formas de realizacién, la modificacion quimica comprende una modificacién en la posicion 2’ del
azuUcar. En otra forma de realizacién, la modificacién quimica comprende una modificacion con MOE en la posicion 2’
del azucar.

En determinadas formas de realizacion, un oligonucleétido antisentido con la separacién ampliada dirigido a
un acido nucleico de la transtiretina tiene un segmento de separacion de ocho 2'-desoxirribonucleétidos situado
inmediatamente adyacente a y entre segmentos de ala de cinco nucledsidos modificados quimicamente. En
determinadas formas de realizacion, la modificacion quimica comprende una modificacién en la posicion 2’ del
azucar. En otra forma de realizacion, la modificacion quimica comprende una modificacion con MOE en la posicién 2’
del azucar.

En determinadas formas de realizacion, un oligonucleétido antisentido con la separacién ampliada dirigido a
un acido nucleico de la transtiretina tiene un segmento de separacion de ocho 2'-desoxirribonucleétidos situado
inmediatamente adyacente a y entre segmentos de ala de seis nucledsidos modificados quimicamente. En
determinadas formas de realizacion, la modificacion quimica comprende una modificacién en la posicion 2’ del
azucar. En otra forma de realizacion, la modificacion quimica comprende una modificacion con MOE en la posicién 2’
del azlcar.

Acidos nucleicos diana, regiones diana y secuencias de nucleétidos

En determinadas formas de realizacion, el acido nucleico de la transtiretina es cualquiera de las secuencias
presentadas en el n° de registro del GENBANK NM_000371.2, depositada por primera vez en el GENBANK® el 13
de febrero de 2008 (incorporada en el presente documento como la SEQ ID NO: 1), el nimero de registro del
GENBANK NT_010966.10 truncada desde el nucle6tido 2009236 hasta el 2017289, depositada por primera vez en
el GENBANK® el 1 de agosto de 2002 (incorporada en el presente documento como la SEQ ID NO: 2); los exones
1-4 extraidos de la secuencia genémica de mono rhesus con el n° de registro del GENBANK NW_001105671.1,
basandose en la similitud con los exones humanos; y el n° de registro del GENBANK NW_001105671.1 truncada
desde el nucleétido 628000 hasta el 638000 (incorporada en el presente documento como la SEQ ID NO: 4),
depositada por primera vez en el GENBANK® el 28 de marzo de 2006.

Se entiende que la secuencia presentada en cada SEQ ID NO en los ejemplos contenidos en el presente
documento es independiente de cualquier modificaciéon de un resto azlcar, un enlace internucleosidico o una base
nitrogenada. Como tal, los compuestos antisentido definidos por una SEQ ID NO pueden comprender, de forma
independiente, una o mas modificaciones en un resto azucar, un enlace internucleosidico o una base nitrogenada.
Los compuestos antisentido descritos mediante Nimero Isis (n° Isis) o ISIS NO indican una combinacién de motivo y
secuencia de bases nitrogenadas.

En determinadas formas de realizacion, una region diana es una region estructuralmente definida del acido
nucleico diana. Por ejemplo, una regién diana puede abarcar una 3'-UTR, una 5-UTR, un exdn, un intrén, una union
exon-intrén, una region codificante, una region de iniciacion de la traduccioén, region de terminacion de la traduccién,
u otra region de &cido nucleico definida. Las regiones estructuralmente definidas para la transtiretina pueden
obtenerse mediante el nUmero de registro de bases de datos de secuencias tal como el NCBI. En determinadas
formas de realizacion, una region diana puede abarcar la secuencia desde un sitio diana 5’ de un segmento diana
dentro de la region diana hasta un sitio diana 3’ de otro segmento diana dentro de la region diana.

La direccion incluye la determinacion de al menos un segmento diana con el que hibrida un compuesto
antisentido, de manera que se produzca un efecto deseado. En determinadas formas de realizacién, el efecto
deseado es una reduccion de los niveles del &cido nucleico diana ARNm. En determinadas formas de realizacion, el
efecto deseado es la reduccién de los niveles de la proteina codificada por el acido nucleico diana o un cambio
fenotipico asociado con el acido nucleico diana.

Una regién diana puede contener uno o mas segmentos diana. Mltiples segmentos diana dentro de una
region diana pueden ser solapantes. Como alternativa, pueden ser no solapantes. En determinadas formas de
realizacién, los segmentos diana dentro de una region diana estan separados por no mas de aproximadamente 300
nucleétidos. En determinadas formas de realizacion, los segmentos diana dentro de una region diana estan
separados por un nimero de nucleétidos que es, es aproximadamente, no es superior a, N0 es superior a
aproximadamente, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o 10 nucleétidos en el acido nucleico diana, o
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es un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores anteriores. En determinadas formas de realizacion, los
segmentos diana dentro de una region diana estan separados por no mas de, 0 no mas de aproximadamente, 5
nucleétidos en el acido nucleico diana. En determinadas formas de realizacion, los segmentos diana son contiguos.
Se contemplan regiones diana definidas por un intervalo que tiene un acido nucleico de partida que es cualquiera de
los sitios diana 5’ o los sitios diana 3' que aparecen en el presente documento.

Pueden encontrarse segmentos diana adecuados dentro de una 5-UTR, una region codificante, una
3-UTR, un intrén, un exén, o una unidn exoén-intron. Los segmentos diana que contienen un coddn de inicio o un
codon de terminacidon también son segmentos diana adecuados. Un segmento diana adecuado puede excluir
especificamente una determinada region estructuralmente definida tal como el codén de inicio o el codén de
terminacion.

La determinacion de segmentos diana adecuados puede incluir una comparacion de la secuencia de un
acido nucleico diana con otras secuencias a lo largo del genoma. Por ejemplo, puede utilizarse el algoritmo BLAST
para identificar regiones de similitud entre diferentes acidos nucleicos. Esta comparaciéon puede evitar la seleccion
de secuencias de compuesto antisentido que puedan hibridar de manera no especifica con secuencias que no sean
un &cido nucleico diana seleccionado (es decir, secuencias no diana o inespecificas).

Puede haber variacién en la actividad (por ejemplo, tal como se define mediante la reduccién porcentual de
los niveles de &acido nucleico diana) de los compuestos antisentido dentro de una regién diana activa. En
determinadas formas de realizacién, las reducciones de los niveles de ARNm de la transtiretina son un indicio de la
inhibicion de la expresién de transtiretina. Las reducciones de los niveles de una proteina transtiretina también son
un indicio de la inhibicién de la expresiéon de ARNm diana. Ademas, los cambios fenotipicos son un indicio de la
inhibicion de la expresion de transtiretina. Por ejemplo, el aumento de tamafio del cerebro hasta la normalidad, la
mejora de la coordinacion motora, la disminucion de los espasmos musculares continuos (distonia), la disminucién
de la irritabilidad y/o la ansiedad, la mejora de la memoria, 0 un aumento de energia, entre otros cambios fenotipicos
que pueden ensayarse. También pueden evaluarse otros indicios fenotipicos, por ejemplo, los sintomas asociados
con la amiloidosis por transtiretina, segin se describe mas adelante.

Hibridacién

En algunas formas de realizacion, la hibridacion tiene lugar entre un compuesto antisentido divulgado en el
presente documento y un acido nucleico de la transtiretina. El mecanismo de hibridacion mas comun implica enlaces
de hidrégeno (por ejemplo, enlaces de hidrégeno Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inverso) entre bases
nitrogenadas complementarias de las moléculas de acido nucleico.

La hibridacion puede producirse en condiciones variables. Las condiciones rigurosas son dependientes de
secuencia y vienen determinadas por la naturaleza y composicion de las moléculas de acido nucleico a hibridar.

Los métodos para determinar si una secuencia puede hibridar especificamente con un acido nucleico diana
son bien conocidos en la técnica. En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido divulgados en
el presente documento pueden hibridar especificamente con un &cido nucleico de la transtiretina.

Complementariedad

Un compuesto antisentido y un &cido nucleico diana son complementarios entre si cuando un ndmero
suficiente de bases nitrogenadas del compuesto antisentido pueden formar enlaces de hidrogeno con las bases
nitrogenadas correspondientes del acido nucleico diana, de manera que se produzca un efecto deseado (por
ejemplo, la inhibicion por antisentido de un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico de la transtiretina).

Un compuesto antisentido puede hibridar a lo largo de uno 0 mas segmentos de un acido nucleico de la
transtiretina de manera que no haya segmentos intercalados o adyacentes implicados en el evento de hibridacion
(por ejemplo, una estructura de bucle, un desapareamiento o una estructura en horquilla).

En determinadas formas de realizacién, los compuestos antisentido divulgados en el presente documento, o
una porcion especificada de los mismos, tienen, o tienen al menos, una complementariedad del 70%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con un &cido nucleico de la
transtiretina, una regién diana, un segmento diana, o una porcion especificada del mismo. Puede determinarse el
porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con un acido nucleico diana utilizando métodos
rutinarios.

Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de 20 bases nitrogenadas del compuesto antisentido
son complementarias de una regi6on diana, y, por lo tanto, hibridan especificamente, representaria una
complementariedad del 90 por ciento. En este ejemplo, las bases nitrogenadas no complementarias restantes
pueden agruparse o intercalarse con las bases nitrogenadas complementarias y no es necesario que sean contiguas
entre si 0 a las bases nitrogenadas complementarias. Como tal, un compuesto antisentido con una longitud de 18
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bases nitrogenadas que tiene 4 (cuatro) bases nitrogenadas no complementarias que estan flanqueadas por dos
regiones de complementariedad completa con el acido nucleico diana tendria una complementariedad global del
77,8% con el acido nucleico diana y, por los tanto, perteneceria al alcance de la presente divulgacion. El porcentaje
de complementariedad de un compuesto antisentido con una region de un &cido nucleico diana puede determinarse
de manera rutinaria mediante los programas BLAST (herramientas basicas de busqueda de alineamientos locales) y
los programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410; Zhang y
Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656). El porcentaje de homologia, la identidad de secuencia o la
complementariedad, pueden determinarse mediante, por ejemplo, el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis
Package, version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison Wis.), utilizando la
configuracion predeterminada, que utiliza el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482-489).

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido divulgados en el presente documento, o
porciones especificadas de los mismos, son totalmente complementarios (es decir, tienen una complementariedad
del 100%) de un acido nucleico diana, o una porcion especificada del mismo. Por ejemplo, el compuesto antisentido
puede ser totalmente complementario de un &cido nucleico de la transtiretina, o una regiéon diana, o un segmento
diana o secuencia diana del mismo. Tal como se utiliza en el presente documento, "totalmente complementario” se
refiere a que cada base nitrogenada de un compuesto antisentido puede presentar un apareamiento de bases
preciso con las bases nitrogenadas correspondientes de un acido nucleico diana. Por ejemplo, un compuesto
antisentido de 20 bases nitrogenadas es totalmente complementario de una secuencia diana con una longitud de
400 bases nitrogenadas, siempre que haya una porcion de 20 bases nitrogenadas correspondiente del acido
nucleico diana que sea totalmente complementaria del compuesto antisentido. Totalmente complementario también
puede utilizarse en referencia a una porcién especificada del primer y/o del segundo acido nucleico. Por ejemplo,
una porcién de 20 bases nitrogenadas de un compuesto antisentido de 30 bases nitrogenadas puede ser "totalmente
complementario” de una secuencia diana con una longitud de 400 bases nitrogenadas. La porcién de 20 bases
nitrogenadas del oligonucledétido de 30 bases nitrogenadas es totalmente complementaria de la secuencia diana si la
secuencia diana tiene una porcién de 20 bases nitrogenadas correspondiente en la que cada base nitrogenada es
complementaria de la porciéon de 20 bases nitrogenadas del compuesto antisentido. Al mismo tiempo, todo el
compuesto antisentido de 30 bases nitrogenadas puede, o no, ser totalmente complementario de la secuencia diana,
dependiendo de si las 10 bases nitrogenadas restantes del compuesto antisentido también son complementarias de
la secuencia diana.

La ubicacién de una base nitrogenada no complementaria puede estar en el extremo 5’ 0 en el extremo 3’
del compuesto antisentido. Como alternativa, la base nitrogenada o bases nitrogenadas no complementarias pueden
estar en una posicion interna del compuesto antisentido. Cuando hay dos o mas bases nitrogenadas no
complementarias presentes, pueden ser contiguas (es decir, estar unidas) o no contiguas. En una forma de
realizacién, hay una base nitrogenada no complementaria situada en el segmento de ala de un oligonucledtido
antisentido gapmer.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido que tienen una longitud, o una longitud
de hasta 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 bases nitrogenadas comprenden no mas de 4, no mas de 3, no mas de
2, 0 no mas de 1 base(s) nitrogenada(s) no complementaria(s) con respecto a un acido nucleico diana, tal como un
acido nucleico de la transtiretina, o porcion especificada del mismo.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido que tienen una longitud, o una longitud
de hasta 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 bases nitrogenadas comprenden
no mas de 6, no mas de 5, no mas de 4, no mas de 3, no mas de 2, o no mas de 1 base(s) nitrogenada(s) no
complementaria(s) con respecto a un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico de la transtiretina, o porcion
especificada del mismo.

Los compuestos antisentido divulgados en el presente documento también incluyen aquellos que son
complementarios de una porcién de un acido nucleico diana. Tal como se utiliza en el presente documento, "porciéon”
se refiere a un numero definido de bases nitrogenadas contiguas (es decir, unidas) dentro de una regiéon o segmento
de un acido nucleico diana. Una "porcion" también puede referirse a un nimero definido de bases nitrogenadas
contiguas de un compuesto antisentido. En determinadas formas de realizacién, los compuestos antisentido son
complementarios de al menos una porcién de 8 bases nitrogenadas de un segmento diana. En determinadas formas
de realizacion, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una porcion de 12 bases nitrogenadas
de un segmento diana. En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido son complementarios de
al menos una porcidon de 15 bases nitrogenadas de un segmento diana. También se contemplan compuestos
antisentido que son complementarios de al menos una porcion de 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas
bases nitrogenadas de un segmento diana, o un intervalo definido por dos cualesquiera de estos valores.

Identidad
Los compuestos antisentido divulgados en el presente documento también pueden tener un porcentaje de

identidad definido con una secuencia de nucleétidos particular, SEQ ID NO, o un compuesto representado por un
numero Isis especifico, o porcién del mismo. Tal como se utiliza en el presente documento, un compuesto
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antisentido es idéntico a la secuencia divulgada en el presente documento si tiene la misma capacidad de
apareamiento de bases nitrogenadas. Por ejemplo, un ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en una
secuencia de ADN divulgada se consideraria idéntico a la secuencia de ADN ya que ambos, uracilo y timidina, se
aparean con la adenina. También se contemplan versiones acortadas y alargadas de los compuestos antisentido
descritos en el presente documento, asi como compuestos que tengan bases no idénticas con respecto a los
compuestos antisentido divulgados en el presente documento. Las bases no idénticas pueden ser adyacentes entre
si o estar dispersas por todo el compuesto antisentido. El porcentaje de identidad de un compuesto antisentido se
calcula segun el nimero de bases que tienen idéntico apareamiento de bases con respecto a la secuencia con la
que se esta comparando.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido, o porciones de los mismos, son
idénticos en al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% a uno o mas de los
compuestos antisentido o SEQ ID NO, o una porcién de los mismos, divulgados en el presente documento.

Modificaciones

Un nucleésido es una combinacion de base-azucar. La porcidn base nitrogenada (también conocida como
base) del nucledsido es normalmente un resto base heterociclica. Los nucle6tidos son nucledsidos que incluyen
adicionalmente un grupo fosfato unido covalentemente a la porcién azlcar del nucledsido. Para aquellos nucledsidos
gue incluyen un azucar pentofuranosilo, el grupo fosfato puede estar unido al resto hidroxilo 2', 3' 0 5’ del azlcar. Los
oligonucledtidos se forman mediante la union covalente de nucledsidos adyacentes entre si, para formar un
oligonucledtido polimérico lineal. Dentro de la estructura oligonucleotidica, se atribuye cominmente a los grupos
fosfato la formacién de los enlaces internucleosidicos del oligonucleoétido.

Las modificaciones de los compuestos antisentido abarcan sustituciones o cambios introducidos en los
enlaces internucleosidico, los restos azlcar o las bases nitrogenadas. Los compuestos antisentido modificados
resultan con frecuencia preferentes frente a las formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por
ejemplo, mejor captacion celular, mayor afinidad por la diana acido nucleico, mayor estabilidad en presencia de
nucleasas, o mayor actividad inhibidora.

También pueden emplearse nucledsidos quimicamente modificados para aumentar la afinidad de unién de
un oligonucle6tido antisentido acortado o truncado por su acido nucleico diana. Por consiguiente, pueden obtenerse
con frecuencia resultados comparables con compuestos antisentido mas cortos que tienen tales nucledsidos
modificados quimicamente.

Enlaces internucleosidicos modificados

El enlace internucleosidico natural del ARN y del ADN es un enlace fosfodiéster 3' a 5. Suelen
seleccionarse compuestos antisentido con uno o mas enlaces internucleosidicos modificados, es decir no naturales,
antes que compuestos antisentido con enlaces internucleosidicos naturales debido a propiedades deseables tales
como, por ejemplo, mejor captaciéon celular, mayor afinidad por los acidos nucleicos diana, y mayor estabilidad en
presencia de nucleasas.

Los oligonucledtidos con enlaces internucleosidicos modificados incluyen enlaces internucleosidicos que
conservan un atomo de fésforo, asi como enlaces internucleosidicos que no tienen un atomo de fosforo. Los enlaces
internucleosidicos representativos que contienen fdsforo incluyen, pero no se limitan a, fosfodiésteres,
fosfotriésteres, metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos. Los métodos de preparacion de enlaces que
contienen fésforo y que no contienen foésforo son bien conocidos.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la
transtiretina comprenden uno o mas enlaces internucleosidicos modificados. En determinadas formas de realizacion,
los enlaces internucleosidicos modificados son enlaces fosforotioato. En determinadas formas de realizacion, cada
enlace internucleosidico de un compuesto antisentido es un enlace internucleosidico fosforotioato.

Restos azlicar modificados

Los compuestos antisentido de la invencién pueden contener opcionalmente uno o mas nucleésidos en los
que el grupo azucar se ha modificado. Tales nucledsidos con el azicar modificado pueden conferir a los compuestos
antisentido mayor estabilidad frente a nucleasas, mayor afinidad de unién, o alguna otra propiedad biol6gica
beneficiosa. En determinadas formas de realizacion, los nucledsidos comprenden restos anillo de ribofuranosa
guimicamente modificados. Los ejemplos de anillos ribofuranosa quimicamente modificados incluyen, sin limitacion,
la adicion de grupos sustituyentes (incluidos grupos sustituyentes en 5’y 2, formacion de puentes entre atomos del
anillo no geminales para formar acidos nucleicos biciclicos (BNA), sustitucién del &tomo de oxigeno del anillo ribosilo
con S, N(R) o C(R1)(R2) (R, R1y Rz son cada uno independientemente H, alquilo C1-C12 0 un grupo protector) y
combinaciones de los mismos. Los ejemplos de azlcares quimicamente modificados incluyen un nucledésido 2'-F-5'-
metil-sustituido (véase la solicitud de patente internacional PCT WO 2008/101157 publicada el 21/08/08 para otros
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nucleodsidos 5',2'-bis-sustituidos divulgados) o la sustitucion del atomo de oxigeno del anillo ribosilo con S con una
sustitucion adicional en la posicion 2' (véase la solicitud de patente estadounidense publicada US2005-0130923,
publicada el 16 de junio de 2005) o, como alternativa, la sustitucion en 5’ de un BNA (véase la solicitud de patente
internacional PCT WO 2007/134181 publicada el 22/11/07 en la que un LNA esta sustituido con, por ejemplo, un
grupo 5’-metilo o un grupo 5'-vinilo).

Los ejemplos de nucledsidos con restos azUcar modificados incluyen, sin limitacion, nucleésidos que
comprenden grupos sustituyentes 5'-vinilo, 5-metilo (R o S), 4-S, 2'-F, 2-OCHs, 2-OCH2CHs, 2-OCH2CH2F y
2'-O(CH2)20OCHs. El sustituyente en la posicion 2' también puede estar seleccionado de entre alilo, amino, azido, tio,
O-alilo, O-alquilo C1-C10, OCF3, OCHzF, O(CH2)2SCH3s, O(CHz2)2-O-N(Rm)(Rn), O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn) y O-CHa-
C(=0)-N(R1)-(CH2)2-N(Rm)(Rn), en los que cada Ri, Rm y Rn es, independientemente, H o alquilo C1-Cio sustituido o
no sustituido.

Tal como se utiliza en el presente documento, "nucledsidos biciclicos" se refiere a nucledsidos modificados
gue comprenden un resto azlcar biciclico. Los ejemplos de nucledsidos biciclicos incluyen, sin limitacion,
nucledsidos que comprenden un puente entre los atomos del anillo ribosilo en 4’y en 2'. En determinadas formas de
realizacién, los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento incluyen uno o mas nucledsidos
biciclicos que comprenden un puente 4’ a 2'. Los ejemplos de tales nucledsidos biciclicos con puente 4’ a 2’ incluyen,
pero no se limitan a, una de las formulas: 4’-(CH2)-O-2' (LNA); 4’-(CH2)-S-2’; 4'-(CH2)2-0O-2' (ENA); 4’-CH(CHz3)-0-2'y
4'-CH(CH20CHz3)-0-2' (y analogos de los mismos, véase la patente estadounidense 7.399.845, expedida el 15 de
julio de 2008); 4'-C(CHs)(CHs)-O-2' (y analogos del mismo, véase la solicitud internacional publicada
WO/2009/006478, publicada el 8 de enero de 2009); 4'-CH2-N(OCHzs)-2' (y analogos del mismo, véase la solicitud
internacional publicada W0/2008/150729, publicada el 11 de diciembre de 2008); 4’-CH2-O-N(CHs)-2' (véase la
solicitud de patente estadounidense publicada US2004-0171570, publicada el 2 de septiembre de 2004); 4’-CHa-
N(R)-O-2', en el que R es H, alquilo C1-Ci2, 0 un grupo protector (véase la patente estadounidense 7.427.672,
expedida el 23 de septiembre de 2008); 4’-CH-C (H)(CHzs)-2’ (véase Chattopadhyaya et al., J. Org. Chem., 2009, 74,
118-134); y 4'-CH2-C(=CH2)-2’ (y analogos del mismo, véase la solicitud internacional publicada WO 2008/154401,
publicada el 8 de diciembre de 2008).

Otros informes relacionados con los nucleésidos biciclicos que también pueden encontrarse en la literatura
publicada (véase, por ejemplo: Singh et al., Chem. Commun., 1998, 4, 455-456; Koshkin et al., Tetrahedron, 1998,
54, 3607-3630; Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 2000, 97, 5633-5638; Kumar et al., Bioorg. Med.
Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222; Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava et al., J. Am. Chem.
Soc., 2007,129(26) 8362-8379; Elayadi et al., Curr. Opinion Invest. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch et al., Chem.
Biol., 2001, 8,1-7; y Orum et al., Curr. Opinion Mol. Ther., 2001, 3, 239-243; las patentes estadounidenses
n° 6.268.490, n°6.525.191, n°6.670.461, n°6.770.748, n°®6.794.499, n°7.034.133, n° 7.053.207, n° 7.399.845,
n°® 7.547.684 y n° 7.696.345; la publicacion de patente estadounidense n° US2008-0039618; US2009-0012281; las
patentes estadounidenses con n° de serie 60/989.574, 61/026.995, 61/026.998, 61/056.564, 61/086.231, 61/097.787
y 61/099.844; las solicitudes internacionales PCT publicadas WO 1994/014226, WO 2004/106356,
WO 2005/021570, WO 2007/134181, WO 2008/150729, WO 2008/154401 y WO 2009/006478). Cada uno de los
nucledsidos biciclicos anteriormente indicados puede prepararse para que tengan uno o mas configuraciones
estereoquimicas del azucar, incluidas por ejemplo a-L-ribofuranosa y [-D-ribofuranosa (véase la solicitud
internacional PCT PCT/DK98/00393, publicada el 25 de marzo de 1999 como WO 99/14226).

En determinadas formas de realizacion, los restos azucar biciclicos de nucledsidos BNA incluyen, pero no
se limitan a, compuestos que tienen al menos un puente entre la posicién 4’ y la posicion 2' del resto azlcar
pentofuranosilo en los que tales puentes comprenden independientemente 1 o de 2 a 4 grupos unidos seleccionados
independientemente de entre -[C(Ra)(Rb)ln-, -C(Ra)=C(Rb)-, -C(Ra)=N-, -C(=0)-, -C(=NRa)-, -C(=S)-, -O-, -Si(Ra)2-,
-S(=0)x- y -N(Ra)-;
en los que:

xes 0,102

nesl, 2,304

cada Ra y Rb es, independientemente, H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C1-Ci12, alquilo C1-C12 sustituido,
alquenilo C2-Ci2, alquenilo C2-Ci2 sustituido, alquinilo C2-Ci2, alquinilo C2-Ci2 sustituido, arilo Cs-Cao, arilo Cs-Czo
sustituido, radical heterociclo, radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, radical aliciclico
Cs-Cy, radical aliciclico Cs-C7 sustituido, halégeno, OJi, NJ1Jz2, SJi, N3, COOJs, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido,
CN, sulfonilo (S(=0)2-J1), o sulfoxilo (S(=0)-J1); ¥

cada J1 y J2 es, independientemente, H, alquilo Ci-Ci2, alquilo Ci-Ci2 sustituido, alquenilo C2-Ci2, alquenilo
C2-C12 sustituido, alquinilo C2-Ci2, alquinilo C2-Ci2 sustituido, arilo Cs-Cozo, arilo Cs-Czo sustituido, acilo (C(=0)-H),
acilo sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, aminoalquilo C1-C12, aminoalquilo C1-C12
sustituido o un grupo protector.

En determinadas formas de realizacion, el puente de un resto azlcar biciclico es -[C(Ra)(Rb)]n-,
-[C(Ra)(Rb)]n-O-, -C(RaRb)-N(R)-O- 0 -C(RaRb)-O-N(R)-. En determinadas formas de realizacion, el puente es 4’-CHa-
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2', 4-(CH2)2-2', 4~(CH2)3-2", 4-CH2-0-2', 4-(CH2)2-O-2', 4-CH2-O-N(R)-2' y 4'-CH2-N(R)-O-2"-, en las que cada R es,
independientemente, H, un grupo protector o alquilo C1-Ca2.

En determinadas formas de realizaciéon, los nucledsidos biciclicos se definen adicionalmente mediante la
configuracién isomérica. Por ejemplo, un nucleésido que comprende un puente 4'-2' metilen-oxi, puede estar en la
configuracién a-L o en la configuracién 3-D. Anteriormente, se han incorporado a-L-metilenoxi (4'-(CH2-O-2") BNA en
oligonucledtidos antisentido que mostraban actividad antisentido (Frieden et al., Nucleic Acids Research,. 2003, 21,
6365-6372).

En determinadas formas de realizacién, los nucleésidos biciclicos incluyen, pero no se limitan a, (A) o-L-
metilenoxi (4’-CH2-O-2") BNA, (B) B-D-metilenoxi (4’-CH2-O-2") BNA, (C) etilenoxi (4'-(CHz2)2-O-2") BNA, (D) aminooxi
(4'-CH2-O-N(R)-2") BNA, (E) oxiamino (4’-CH2-N(R)-O-2’) BNA, y (F) metil(metilenoxi) (4’-CH(CHs)-O-2") BNA, (G)
metilen-tio (4'-CH2-S-2') BNA, (H) metilen-amino (4-CHz2-N(R)-2") BNA, (I) metilo carbociclico (4’-CH2-CH(CHz)-2")
BNA, y (J) propileno carbociclico (4’-(CHz2)s-2") BNA, como se representa a continuacion.

H

o — 0 B i o Bx
oY Bx A/ A/
A bt 1 ;]
A 9 o
(A) (B) (&)
? ? o 0 \./BX ;_.\\ O\ /BK -l /O ~ BX
[ {4 I
O~ N o H;C™ '\'I.’f-\ !
g S R -'\J'I\I.\__. 0 ;".
R =
(D) (E) (F)
E 0. Bx 5 Q. Bx % 0. Bx § 0. Bx
Aa, “in, T, M,
R CH; j
(G) (H) (1 0

en las que Bx es el resto base y R es independientemente H, un grupo protector o alquilo C1-Cia.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan nucledsidos biciclicos de Férmula I:

Ta— O O BX
Qa\ - Qu
? b
T, I

en los que:

Bx es un resto base heterociclica;

-Qa-Qb-Qc- es -CH2-N(Rc)-CHz-, -C(=0)-N(Rc)-CHz-, -CH2-O-N(Rc)-, -CH2-N(Rc)-O- 0 -N(Rc)-O-CHpz;

Rc es alquilo C1-Ci2 0 un grupo protector de amino; y

Ta y Tb son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
fésforo reactivo, un resto fésforo o una fijacién covalente a un medio de soporte.
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En determinadas formas de realizacién, se proporcionan nucledsidos biciclicos de Férmula IlI:

en los que:

Bx es un resto base heterociclica;

Ta y Tb son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
fésforo reactivo, un resto fosforo o una fijacion covalente a un medio de soporte;

Za es alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo
C»-Ce sustituido, acilo, acilo sustituido, amida sustituida, tiol o tio sustituido.

En una forma de realizacion, cada uno de los grupos sustituidos esta, independientemente, mono o poli
sustituido con grupos sustituyentes seleccionados independientemente de entre halégeno, oxo, hidroxilo, OJc, NJcJd,
SJc, N3, OC(=X)Jc, y NJeC(=X)NJcJg, en los que cada Jc, Ja ¥ Je €S, independientemente, H, alquilo C1-Cs, 0 alquilo
C1-Ce sustituido y X es O 0 NJe.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan nucledésidos biciclicos de Férmula Il1:

Ly
|
O
Z 0. Bx
g o
| 11T
Ty

en los que:

Bx es un resto base heterociclica;

Ta y Tb son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
fésforo reactivo, un resto fésforo o una fijacién covalente a un medio de soporte;

Zy es alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo
C2-Cs sustituido o acilo (C(=0)-) sustituido.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan nucledsidos biciclicos de Férmula IV:

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 625 689 T3

en los que:

Bx es un resto base heterociclica;

Ta y Tb son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
fésforo reactivo, un resto fosforo o una fijacion covalente a un medio de soporte;

Ra es alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C2-Cs, alquenilo Cz2-Cs sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo
C2-Cs sustituido;

cada ga, Ob, gc Y qd €S, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Ce sustituido, alquenilo C2-Cs,
alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Cs sustituido, alcoxilo Ci-Cs, alcoxilo Ci1-Cs sustituido,
acilo, acilo sustituido, aminoalquilo C1-Cs 0 aminoalquilo C1-Ce sustituido;

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan nucledsidos biciclicos de Férmula V:

en los que:

Bx es un resto base heterociclica;

Ta y Tb son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
fésforo reactivo, un resto fosforo o una fijacion covalente a un medio de soporte;

Ja, Ob, ge Y gf SON cada uno, independientemente, hidrégeno, halégeno, alquilo C1-Ci2, alquilo C1-Ci2 sustituido,
alguenilo C2-Ci2, alquenilo Cz-Ci2 sustituido, alquinilo C2-Ci2, alquinilo C2-Ci2, sustituido, alcoxi Ci-Ci2, alcoxi
C1-Ci2 sustituido, OJj, SJj;, SOJj, SO2J;, NJJk, N3, CN, C(=0)0J;, C(=O)NJiJx, C(=0)Jj, O-C(=0)-NJjJx,
N(H)C(=NH)NJ;jJk, N(H)C(=O)NJ;jJk 0 N(H)C(=S)NJjJx;

0 Qe Y gf juntos son =C(gg)(Qn);

gg Y gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-Ci12 o alquilo C1-C12 sustituido.

Se ha descrito la sintesis y preparacion de los monoémeros de metilenoxi (4'-CH2-O-2") BNA adenina,
citosina, guanina, 5-metil-citosina, timina y uracilo, junto con su oligomerizacién, y las propiedades de
reconocimiento de los acidos nucleicos (Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). También se describen
BNA y su preparacion en los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226.

También se han preparado analogos de metilenoxi (4’-CH2-O-2") BNA y 2'-tio-BNA, (Kumar et al., Bioorg.
Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). También se ha descrito la preparacién de analogos de nucledsidos
bloqueados que comprenden diplex de oligodesoxirribonucleétidos como sustratos para las polimerasas de acidos
nucleicos (Wengel et al., WO 99/14226). Ademas, se ha descrito en la técnica la sintesis de 2'-amino-BNA, un nuevo
analogo de oligonucledtido de alta afinidad de conformacion restringida (Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63,
10035-10039). Ademas, se han preparado 2-amino-BNA y 2'-metilamino-BNA y se ha informado anteriormente
acerca de la estabilidad térmica de sus duplex con hebras de ARN y ADN complementarias.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan nucledsidos biciclicos de Férmula VI:

T,70O TR N ~Bx
;';\"'-. O-Ty/
S /
LD S
qj/ \_\“\ T/ VI
" i
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en los que:

Bx es un resto base heterociclica;

Ta y Tb son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
fésforo reactivo, un resto fosforo o una fijacion covalente a un medio de soporte;

cada qi, gj, gk y qi es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-Ci2, alquilo C1-C12 sustituido, alquenilo C2-Ciz,
alquenilo C2-Ci2 sustituido, alquinilo C2-Ciz, alquinilo Cz-Ci2 sustituido, alcoxilo Ci1-Ci2, alcoxilo C1-Ci2 sustituido,
QJj, SJj, SOJ;, S02Ji, NJiJk, Nz, CN, C(=0)0QJj, C(=0O)NJiJk, C(=0)Jj, O-C(=0O)NJjJx, N(H)C(=NH)NJ;Jx,
N(H)C(=O)NJjJk 0 N(H)C(=S)NJJx; y

giy gj 0 g1y gk juntos son =C(qg)(gn), en los que gq Yy gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, alquilo
C1-C12 0 alquilo C1-Ca2 sustituido.

Se han descrito un nucleésido biciclico carbociclico que tiene un puente 4’-(CH2)s-2' y el puente analogo de
alguenilo 4'-CH=CH-CHz-2' (Freier et al., Nucleic Acids Research, 1997, 25(22), 4429-4443 y Albaek et al., J. Org.
Chem., 2006, 71, 7731-7740). También se ha descrito la sintesis y preparacion de nucleésidos biciclicos
carbociclicos junto con su oligomerizacién y estudios bioquimicos (Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc., 2007,
129(26), 8362-8379).

Tal como se utiliza en el presente documento, "nucleésido biciclico 4’-2™ o "nucleésido biciclico 4’ a 2™ se
refiere a un nucledsido biciclico que comprende un anillo furanésico que comprende un puente que conecta dos
atomos de carbono del anillo furanésico: conecta el &tomo de carbono 2' y el atomo de carbono 4' del anillo de
azlcar.

Tal como se utiliza en el presente documento, "nucledsidos monociclicos" se refiere a nucledsidos que
comprenden restos azucar modificados que no son restos azlcar biciclicos. En determinadas formas de realizacion,
el resto azUcar, o analogo de resto azucar, de un nucleésido puede estar modificado o sustituido en cualquier
posicion.

Tal como se utiliza en el presente documento, "azlcar con modificacion en 2™ se refiere a un azlcar
furanosilo con una modificacion en la posicion 2'. En determinadas formas de realizacién, tales modificaciones
incluyen sustituyentes seleccionados de entre: un haluro, incluido, pero no limitado a alcoxi sustituido y no sustituido,
tioalquilo sustituido y no sustituido, amino alquilo sustituido y no sustituido, alquilo sustituido y no sustituido, alilo
sustituido y no sustituido, y alquinilo sustituido y no sustituido. En determinadas formas de realizacion, las
modificaciones 2’ estan seleccionadas de entre sustituyentes que incluyen, pero no se limitan a: O[(CH2)nO]mCHs,
O(CH2)nNHz, O(CH2)nCHs, O(CH2)nF, O(CH2)nONH2z, OCH2C(=O)N(H)CHs, y O(CH2)nON[(CH2)nCHs]z, en los que n 'y
m son de 1 a aproximadamente 10. Otros grupos sustituyentes en 2’ también pueden estar seleccionados de entre:
alquilo C1-Ci2, alquilo sustituido, alquenilo, alquinilo, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u O-aralquilo, SH, SCH3s, OCN, ClI,
Br, CN, F, CF3 OCFs, SOCH3, SO2CHs, ONO2 NO2, Ns, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo,
aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escisién de ARN, un grupo indicador, un intercalador,
un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas, o0 un grupo para mejorar las propiedades
farmacodinamicas de un compuesto antisentido, y otros sustituyentes con propiedades similares. En determinadas
formas de realizacién, los nucledsidos modificados comprenden una cadena lateral 2-MOE (Baker et al., J. Biol.
Chem., 1997, 272, 11944-12000). Se ha descrito que tal sustitucién 2'-MOE tiene mayor afinidad de union en
comparacion con los nucledsidos no modificados y con otros nucledsidos modificados, tales como 2'-O-metilo, O-
propilo, y O-aminopropilo. Los oligonucledtidos que tienen el sustituyente 2'-MOE también han demostrado ser
inhibidores antisentido de la expresion génica, con caracteristicas prometedoras para utilizarse in vivo (Martin, Helv.
Chim. Acta, 1995, 78, 486-504; Altmann et al., Chimia, 1996, 50, 168-176; Altmann et al., Biochem. Soc. Trans.,
1996, 24, 630-637; y Altmann et al., Nucleosides Nucleotides, 1997, 16, 917-926).

Tal como se utiliza en el presente documento, un "nucleésido tetrahidropirano modificado" o "nucleésido
THP modificado" se refiere a un nucledsido que tiene un "azlcar" tetrahidropirano de seis miembros en sustitucion
del residuo pentofuranosilo de los nucleésidos normales (un sustituto del azdcar). Los nucleésidos THP modificados
incluyen, pero no se limitan a, lo que se conoce en la técnica como acido nucleico hexitol (HNA), acido nucleico
anitol (ANA), acido nucleico manitol (MNA) (véase Leumann, Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 841-854), fluoro HNA
(F-HNA) o los compuestos de Férmula VII:

Qi a
Ta‘O O q3
q7 Jq
e Bx
Tb/O R} R, I5

VII
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en los que independientemente para cada uno de dicho al menos un analogo nucleosidico tetrahidropirano de
Formula VII:

Bx es un resto base heterociclica;

Tay Tb son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo nucleosidico
tetrahidropirano al compuesto antisentido o uno de Ta 'y Tb €s un grupo de unién internucleosidico que une el
analogo nucleosidico tetrahidropirano al compuesto antisentido y el otro de Ta y To €s H, un grupo protector
hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o0 3’;

d1, 92, 03, g4, Os, g6 Y 7 son cada uno independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cs, alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido; y cada uno de Ri y Rz esta
seleccionado de entre hidrogeno, hidroxilo, halégeno, alcoxi sustituido o no sustituido, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)Jz,
OC(=X)NJ1Jz2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN, en los que X es O, S 0 NJ1 y cada Ji1, J2 y J3 es, independientemente, H o
alquilo C1-Ce.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan nucledsidos THP modificados de Férmula VII en
los que g1, g2, g3, g4, 0s, s Y g7 son cada uno H. En determinadas formas de realizacion, al menos uno de gz, q2, (s,
gs, gs, Qs Y q7 es distinto de H. En determinadas formas de realizacion, al menos uno de q1, gz, s, g4, Os, Js Y (7 €S
metilo. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan nucleésidos THP de Férmula VII en los que uno de
R1y Rz es fluoro. En determinadas formas de realizacion, R: es fluoroy Rz es H; R1 es metoxiy RzesH,yRiesHy
R2 es metoxietoxi.

Tal como se utiliza en el presente documento, "con modificacion en 2™ o "con sustituciéon en 2™ se refiere a
un nucledsido que comprende un azlcar que comprende un sustituyente en la posicién 2' distinto de H u OH. Los
nucledsidos con modificaciéon en 2', incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos biciclicos en los que el puente que
conecta dos atomos de carbono del anillo de azlicar conecta el carbono 2’ y otro carbono del anillo de azicar; y los
nucleésidos con sustituyentes en 2’ no-puente, tales como alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-alquilo C1-C1o, -OCFs3,
0O-(CHz2)2-O-CHs, 2'-O(CH2)2SCH3, O-(CH2)2-O-N(Rm)(Rn), u O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), en los que cada Rm y Rn es,
independientemente, H o alquilo C1-Cio sustituido o no sustituido. Los nucledsidos con maodificacién en 2’ pueden
comprender adicionalmente otras modificaciones, por ejemplo en otras posiciones del azicar y/o en la base
nitrogenada.

Tal como se utiliza en el presente documento, "2'-F" se refiere a un nucledsido que comprende un azUcar
gue comprende un grupo fluoro en la posicion 2'.

Tal como se utiliza en el presente documento, "2’-OMe" o "2-OCHz" 0 "2'-O-metilo" se refieren a un
nucleésido que comprende un azdcar que comprende un grupo -OCHs en la posicién 2’ del anillo de azucar.

Tal como se utiliza en el presente documento, "MOE" o0 "2’-MOE" 0 "2’-OCH2CH20CHz3" 0 "2'-O-metoxietilo”
se refieren a un nucledsido que comprende un azicar que comprende un grupo -OCH2CH20OCHs3 en la posicién 2’
del anillo de azucar.

Tal como se utiliza en el presente documento, "oligonucle6tido” se refiere a un compuesto que comprende
una pluralidad de nucledsidos unidos. En determinadas formas de realizacién, uno o mas de la pluralidad de
nucleésidos estd modificado. En determinadas formas de realizacion, un oligonucleétido comprende uno o mas
ribonucledsidos (ARN) y/o desoxirribonucledsidos (ADN).

También se conocen en la técnica muchos otros sistemas anulares con sustituto del azicar biciclo y triciclo
que pueden utilizarse para modificar los nucleédsidos para su incorporaciéon en compuestos antisentido (véase por
ejemplo el articulo de revision: Leumann, Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 841-854). Tales sistemas anulares pueden
someterse a diversas sustituciones adicionales para potenciar su actividad.

Los métodos para las preparaciones de azlicares modificados son bien conocidos por los expertos en la
materia.

En los nuclettidos que tienen restos azicar modificados, se mantienen los restos base nitrogenada
(naturales, modificados 0 una combinacién de los mismos) para la hibridacion con una diana acido nucleico
apropiada.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos antisentido comprenden uno o mas nucledsidos
gue tienen restos azucar modificados. En determinadas formas de realizacion, el resto azicar modificado es 2'-MOE.
En determinadas formas de realizacion, los nucleésidos modificados 2-MOE estan dispuestos en un motivo gapmer.
En determinadas formas de realizacion, el resto azdcar modificado es un nucledsido biciclico con un grupo puente
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(4’-CH(CH3)-0O-2'). En determinadas formas de realizacion, los nucledsidos modificados (4'-CH(CHz3)-O-2') estan
dispuestos a lo largo de las alas de un motivo gapmer.

Bases nitrogenadas modificadas

Las modificaciones o sustituciones de bases nitrogenadas (0 bases) son estructuralmente distinguibles de,
pero funcionalmente intercambiables con, las bases nitrogenadas naturales o no modificadas sintéticas. Tanto las
bases nitrogenadas naturales como las modificadas pueden participar en los enlaces de hidrogeno. Tales
modificaciones de las bases nitrogenadas pueden conferir a los compuestos antisentido estabilidad frente a
nucleasas, afinidad de unién o alguna otra propiedad biolégica beneficiosa. Las bases nitrogenadas modificadas
incluyen bases nitrogenadas sintéticas y naturales tales como, por ejemplo, 5-metilcitosina (5-me-C). Determinadas
sustituciones de bases nitrogenadas, incluidas las sustituciones 5-metilcitosina, son particularmente Utiles para
aumentar la afinidad de unién de un compuesto antisentido por un &cido nucleico diana. Por ejemplo, las
sustituciones 5-metilcitosina han demostrado aumentar la estabilidad del duplex de acido nucleico en 0,6°C-1,2°C
(Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton,
1993, pags. 276-278).

Las bases nitrogenadas no modificadas adicionales incluyen 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-
aminoadenina, 6-metilo y otros derivados alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados alquilo de
adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil (-C=C-CHzs) uracilo y
citosina y otros derivados alquinilo de bases pirimidinicas, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo),
4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas con sustitucion en la posicion
8, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas con sustitucion en la posicion 5, 7-
metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-desazaguanina y 7-
desazaadenina y 3-desazaguanina y 3-desazaadenina.

Los restos base heterociclica también pueden incluir aquellos en los que la base purina o pirimidina esta
reemplazada con otros heterociclos, por ejemplo 7-desaza-adenina, 7-desazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-
piridona. Las bases nitrogenadas que son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de los
compuestos antisentido incluyen pirimidinas con sustitucion en la posicion 5, 6-azapirimidinas y purinas N-2-, N-6- y
O-6-sustituidas, incluidas 2 aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la
transtiretina comprenden una 0 mas bases nitrogenadas modificadas. En determinadas formas de realizacién, los
oligonucleétidos antisentido con la separacion ampliada dirigidos a un acido nucleico de la transtiretina comprenden
una o mas bases nitrogenadas modificadas. En determinadas formas de realizacion, la base nitrogenada modificada
es 5-metilcitosina. En determinadas formas de realizacién, cada citosina es una 5-metilcitosina.

Composiciones y métodos para la formulacion de composiciones farmacéuticas

Los oligonucledtidos antisentido pueden mezclarse con una sustancia activa o inerte farmacéuticamente
aceptable para preparar composiciones o formulaciones farmacéuticas. Las composiciones y los métodos para la
formulacion de composiciones farmacéuticas dependen de varios criterios, incluidos, pero no limitados a, la via de
administracion, la gravedad de la enfermedad o la dosis a administrar.

El compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de la transtiretina puede utilizarse en composiciones
farmacéuticas combinando el compuesto antisentido con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable
adecuado. Un diluyente farmacéuticamente aceptable incluye solucién salina tamponada con fosfato (PBS). EI PBS
es un diluyente adecuado para utilizarse en composiciones que se suministran por via parenteral. Por consiguiente,
en una forma de realizacion, en los métodos descritos en el presente documento se emplea una composicién
farmacéutica que comprende un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de la transtiretina y un diluyente
farmacéuticamente aceptable. En determinadas formas de realizacion, el diluyente farmacéuticamente aceptable es
PBS. En determinadas formas de realizacion, el compuesto antisentido es un oligonucleétido antisentido.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos antisentido abarcan cualquier sal
farmacéuticamente aceptable, éster, o sal de tal éster, o cualquier otro oligonucleétido que, tras administrarse a un
animal, incluido un ser humano, puede proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o
un residuo del mismo. Por consiguiente, por ejemplo, la divulgacion también se refiere a las sales farmacéuticamente
aceptables de los compuestos antisentido, profarmacos, sales farmacéuticamente aceptables de tales profarmacos,
y otros bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a sales de sodio y
potasio.

Un profarmaco puede incluir la incorporacion de nucledsidos adicionales en uno o ambos extremos de un
compuesto antisentido que son escindidos por nucleasas endégenas dentro del cuerpo, para formar el compuesto
antisentido activo.

Compuestos antisentido conjugados
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Los compuestos antisentido pueden estar unidos covalentemente a uno o mas restos o conjugados que
potencian la actividad, la distribucion celular o la captaciéon celular de los oligonucleétidos antisentido resultantes.
Los grupos conjugados tipicos incluyen restos colesterol y restos lipidicos. Los grupos conjugados adicionales
incluyen carbohidratos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato, fenantridina, antraquinona, acridina, fluoresceinas,
rodaminas, cumarinas y colorantes.

Los compuestos antisentido también pueden modificarse para que tengan uno 0 mMAas grupos
estabilizadores que estan fijados generalmente a uno o ambos extremos terminales de los compuestos antisentido
para mejorar propiedades tales como, por ejemplo, la estabilidad frente a nucleasas. En los grupos estabilizadores
se incluyen las estructuras de caperuza. Estas modificaciones terminales protegen al compuesto antisentido que
tiene un acido nucleico terminal frente a la degradacién por exonucleasas, y puede ayudar a la liberacion y/o la
localizacién dentro de una célula. La caperuza puede encontrarse en el extremo 5’ (caperuza 5'), o en el extremo 3’
(caperuza 3), o puede encontrarse en ambos extremos terminales. Las estructuras de caperuza son bien conocidas
en la técnica e incluyen, por ejemplo, caperuzas abasicas desoxi invertidas. Los grupos estabilizadores de 3’y 5’
adicionales que pueden utilizarse para afiadir la caperuza a uno 0 ambos extremos de un compuesto antisentido
para conferirle estabilidad frente a nucleasas incluyen los divulgados en el documento WO 03/004602 publicado el
16 de enero de 2003.

Cultivo celular y tratamiento con compuestos antisentido

Los efectos de los compuestos antisentido sobre el nivel, la actividad o la expresion de acidos nucleicos de
la transtiretina pueden ensayarse in vitro en diversos tipos de células. Los tipos de células utilizadas para tales
analisis estan disponibles en proveedores comerciales (por ejemplo, la Coleccion Americana de Cultivos Tipo,
Manassas, VA; Zen-Bio, Inc., Research Triangle Park, NC; Clonetics Corporation, Walkersville, MD) y las células se
cultivan segun las instrucciones del proveedor utilizando reactivos disponibles en el mercado (por ejemplo Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA). Los tipos de células ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, células HepG2,
células Hep3B, hepatocitos primarios, células A549, fibroblastos GM04281 y células LLC-MK2.

Ensayos in vitro de los oligonucleétidos antisentido

En el presente documento se describen métodos para tratar células con oligonucleétidos antisentido, que
pueden modificarse apropiadamente para el tratamiento con otros compuestos antisentido.

En general, las células se tratan con oligonucleétidos antisentido cuando las células alcanzan
aproximadamente el 60%-80% de confluencia en cultivo.

Un reactivo cominmente utilizado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye
el reactivo de transfeccion con lipidos cationicos LIPOFECTIN® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los oligonucleétidos
antisentido se mezclan con LIPOFECTIN® en OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para alcanzar la
concentracion final deseada de oligonucle6tido antisentido y una concentracion de LIPOFECTIN® que varia por lo
general entre 2 ug/ml y 12 ug/ml por 100 nM de oligonucle6tido antisentido.

Otro reactivo utilizado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye
LIPOFECTAMINE 2000® (Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleétido antisentido se mezcla con
LIPOFECTAMINE 2000® en medio con suero reducido OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para alcanzar la
concentracion deseada de oligonucleétido antisentido y una concentracion de LIPOFECTAMINE® que varia por lo
general entre 2 ug/ml y 12 ug/ml por 100 nM de oligonucleétido antisentido.

Otro reactivo utilizado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye Cytofectin®
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleétido antisentido se mezcla con Cytofectin® en medio con suero reducido
OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para alcanzar la concentracion deseada de oligonucleétido antisentido y
una concentracion de Cytofectin® que varia por lo general entre 2 ug/ml y 12 ug/ml por 100 nM de oligonucleétido
antisentido.

Otra técnica utilizada para introducir oligonucledtidos antisentido en células cultivadas incluye la
electroporacion.

Las células se tratan con oligonucledtidos antisentido mediante métodos rutinarios. Las células se
recolectan por lo general 16-24 horas después del tratamiento con el oligonucleétido antisentido, momento en el que
se miden los niveles de ARN o proteina de los acidos nucleico diana mediante métodos conocidos en la técnica y
gue se describen en el presente documento. En general, cuando los tratamientos se realizan en mdultiples
repeticiones, los datos se presentan como la media de los tratamientos repetidos.

La concentracion de oligonucleétido antisentido utilizada varia de una estirpe celular a otra. Los métodos
para determinar la concentracidn optima de oligonucleétido antisentido para una estirpe celular concreta son bien
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conocidos en la técnica. Los oligonucleétidos antisentido se utilizan por lo general a concentraciones que van de
1 nM a 300 nM cuando se transfectan con LIPOFECTAMINE 2000®, Lipofectin o Cytofectin. Los oligonucle6tidos
antisentido se utilizan en concentraciones mas elevadas que van de 625 nM a 20.000 nM cuando se transfectan
mediante electroporacion.

Aislamiento de ARN

El andlisis de ARN puede realizarse sobre el ARN celular total o ARNm poli(A)+. Los métodos de
aislamiento de ARN son bien conocidos en la técnica. El ARN se prepara utilizando métodos bien conocidos en la
técnica, por ejemplo, utilizando el reactivo TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, CA) segun los protocolos recomendados
por el fabricante.

Anadlisis de la inhibicion de los niveles o de la expresion de la diana

La inhibicion de los niveles o de la expresion de un acido nucleico de la transtiretina pueden ensayarse de
diversas formas conocidas en la técnica. Por ejemplo, los niveles de &cido nucleico diana pueden cuantificarse
mediante, por ejemplo, transferencia Northern, reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) competitiva, o PCR
cuantitativa en tiempo real. Los analisis de ARN puede realizarse sobre el ARN celular total 0 ARNm poli(A)+. Los
métodos de aislamiento de ARN son bien conocidos en la técnica. La transferencia Northern también es rutinaria en
la técnica. La PCR cuantitativa en tiempo real puede llevarse a cabo de manera practica utilizando el sistema de
deteccion de secuencias ABI PRISM® 7600, 7700 o 7900 disponible en el mercado, disponible en PE-Applied
Biosystems, Foster City, CA y utilizarse segun las instrucciones del fabricante.

Analisis PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARN diana

La cuantificacion de los niveles de ARN diana puede llevarse a cabo mediante PCR cuantitativa en tiempo
real utilizando el sistema de deteccién de secuencias ABI PRISM® 7600, 7700 o 7900 (PE-Applied Biosystems,
Foster City, CA) segln las instrucciones del fabricante. Los métodos de PCR cuantitativa en tiempo real son bien
conocidos en la técnica.

Antes de la PCR en tiempo real, el ARN aislado se somete a una reaccién con transcriptasa inversa (RT),
que produce ADN complementario (ADNc) que, a continuacién, se utiliza como sustrato para la amplificaciéon
mediante PCR en tiempo real. Las reacciones RT y PCR en tiempo real se realizan secuencialmente en el mismo
pocillo de muestra. Los reactivos para RT y PCR en tiempo real se obtuvieron de Invitrogen (Carlsbad, CA). Las
reacciones RT y PCR en tiempo real se llevan a cabo mediante métodos bien conocidos por los expertos en la
materia.

Las cantidades de diana génica (o ARN) obtenidas mediante PCR en tiempo real se normalizan utilizando
el nivel de expresién de un gen cuya expresion es constante, tal como ciclofilina A, o cuantificando el ARN total
mediante RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Carlsbad, CA). La expresion de ciclofilina A se cuantifica mediante PCR en
tiempo real, procesandola al mismo tiempo que la diana, multiplexacion, o por separado. El ARN total se cuantifica
mediante el reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Eugene, OR). Los métodos de
cuantificacion de ARN de RIBOGREEN® se ilustran en Jones, L.J., et al., (Analytical Biochemistry, 1998, 265, 368-
374). Se utiliza un instrumento CYTOFLUOR® 4000 (PE Applied Biosystems) para medir la fluorescencia del
RIBOGREEN®.

Se disefian sondas y cebadores para que hibriden con un acido nucleico de la transtiretina. Los métodos
para disefiar sondas y cebadores de PCR en tiempo real son bien conocidos en la técnica, y pueden incluir el uso de
software tal como PRIMER EXPRESS® Software (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Analisis de los niveles de proteina

La inhibicién por antisentido de acidos nucleicos de la transtiretina puede evaluarse midiendo los niveles
proteicos de transtiretina. Los niveles proteicos de transtiretina pueden evaluarse o cuantificarse de diversas
maneras bien conocidas en la técnica, tales como inmunoprecipitacion, transferencia de Western
(inmunoelectrotransferencia), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ensayos cuantitativos de
proteinas, ensayos de actividad de proteinas (por ejemplo, ensayos de actividad de la caspasa),
inmunohistoquimica, inmunocitoquimica o clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS). Los
anticuerpos dirigidos a una diana pueden identificarse y obtenerse de diversas fuentes, tal como el catalogo de
anticuerpos MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, MI), o pueden prepararse mediante métodos convencionales de
generacion de anticuerpos monoclonales o policlonales bien conocidos en la técnica. Hay anticuerpos Utiles para la
deteccion de transtiretina humana y de rata disponibles en el mercado.

Ensayos in vivo de los compuestos antisentido
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Los compuestos antisentido, por ejemplo, los oligonucleétidos antisentido, se ensayan en animales para
evaluar su capacidad para inhibir la expresién de transtiretina y producir cambios fenotipicos. Los ensayos pueden
realizarse en animales normales, o en modelos de enfermedad experimentales. Para la administracién a animales,
los oligonucledtidos antisentido se formulan en un diluyente farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina
tamponada con fosfato. La administracion incluye las vias de administracién parenteral. Tras un periodo de
tratamiento con oligonucledtidos antisentido, se aisla el ARN del tejido y se miden los cambios en la expresion de
acido nucleico de la transtiretina. También se miden los cambios en los niveles proteicos de transtiretina.

Determinados compuestos

Se ensayaron aproximadamente doscientos cuarenta y seis compuestos antisentido de nuevo disefio de
diversas longitudes, motivos y composicion del esqueleto para determinar su efecto sobre el ARNm de la
transtiretina humana in vitro en varios tipos de células. Los nuevos compuestos se compararon con
aproximadamente setenta y nueve compuestos anteriormente disefiados, incluidos los ISIS NO 304267, 304268,
304280, 304284, 304285, 304286, 304287, 304288, 304289, 304290, 304291, 304292, 304293, 304294, 304296,
304297, 304298, 304299, 304300, 304301, 304302, 304303, 304304, 304307, 304308, 304309, 304311 y 304312
gue se ha determinado anteriormente que son algunos de los compuestos antisentido mas potentes in vitro (véase,
por ejemplo, las publicaciones de patente estadounidense n° US2005/0244869 y n° US2009/0082300). De los
aproximadamente trescientos veinticinco compuestos antisentido recién disefiados y disefiados anteriormente, se
seleccionaron aproximadamente quince compuestos para un estudio posterior basado en la potencia in vitro. Los
compuestos seleccionados se ensayaron para determinar la potencia y tolerabilidad in vivo en un modelo de ratén
transgénico (véase el Ejemplo 10). De los quince compuestos ensayados, se seleccionaron y ensayaron once para
determinar la tolerabilidad sistémica (véase el Ejemplo 11) y la determinacion de la semivida en el higado (véase el
Ejemplo 12) en ratones CD1, y también para determinar la tolerabilidad sistémica (véase el Ejemplo 13) y los
estudios farmacocinéticos de concentracion de oligonucledétido en el higado (véase el Ejemplo 14) en ratas Sprague-
Dawley. A partir de estos estudios, se ensayaron siete compuestos para determinar la tolerabilidad y la inhibicion
dependiente de la dosis en ratones transgénicos (véase el Ejemplo 15). Ademas, se seleccionaron quince
compuestos adicionales de la Tabla 1 y se disefiaron seis compuestos adicionales con diversos motivos que tenian
secuencias solapantes con ISIS 420951, que presentaba gran potencia y tolerabilidad en los ensayos anteriormente
mencionados. Estos compuestos adicionales se compararon con ISIS 420951 para determinar la potencia y la
tolerabilidad en ratones transgénicos (véase el Ejemplo 16). Basandose en todos estos estudios (Ejemplos 10-16),
se seleccionaron veintidés compuestos y se ensayaron para determinar la tolerabilidad sistémica en ratones CD1
(véase el Ejemplo 17). Siete compuestos se consideraron tolerables en el modelo de raton y se ensayaron
adicionalmente para determinar la tolerabilidad sistémica en ratas Sprague-Dawley (véase el Ejemplo 18) y para los
estudios farmacocinéticos de concentracion de oligonucleétido en higado y rifion (véase el Ejemplo 19). Los siete
compuestos también se ensayaron para determinar la potencia dependiente de la dosis en ratones transgénicos
(véase el Ejemplo 20).

La evaluacion final de estos estudios (Ejemplos 16-20), condujo a la seleccion de nueve compuestos con
una secuencia de bases nitrogenadas de una secuencia que aparece en la SEQ ID NO: 25, 78, 80, 86, 87, 115, 120,
122 y 124. En virtud de su secuencia complementaria, los compuestos son complementarios de las regiones 505-
524, 507-526, 508-527, 513-532, 515-534, 516-535, 580-599, 585-604, 587-606 0 589-608 de la SEQ ID NO: 1. En
determinadas formas de realizacion, los compuestos dirigidos a las regiones enumeradas, como se describe
adicionalmente en el presente documento, comprenden un oligonucleétido modificado que tiene una porcién de
bases nitrogenadas de la secuencia que aparece en las SEQ ID NO, como se describe adicionalmente en el
presente documento. En determinadas formas de realizacion, los compuestos dirigidos a las regiones enumeradas o
gue tienen una porcién de bases nitrogenadas de una secuencia que aparece en las SEQ ID NO enumeradas
pueden tener diversas longitudes, como se describe adicionalmente en el presente documento, y pueden tener uno
de varios motivos, como se describe adicionalmente en el presente documento. En determinadas formas de
realizacién, un compuesto dirigido a una regién o que tiene una porcidon de bases nitrogenadas de una secuencia
que aparece en las SEQ ID NO enumeradas tiene la longitud y el motivo especificos que se indican mediante los
ISIS NO: ISIS 304299, ISIS 420913, ISIS 420915, ISIS 420921, ISIS 420922, ISIS 420950, ISIS 420955, ISIS
420957 o ISIS 420959.

Los nueve compuestos con una secuencia de bases nitrogenadas de una secuencia que aparece en la
SEQ ID NO: 25, 78, 80, 86, 87, 115, 120, 122 y 124, se ensayaron adicionalmente para determinar la inhibicién
dependiente de la dosis en hepatocitos primarios de mono Cynomolgus (véase el Ejemplo 21). Estos compuestos
también se ensayaron para determinar la viscosidad optima (Ejemplo 22). También se evalué la semivida en el
higado de ratones CD1 de siete de los compuestos con una secuencia de bases nitrogenadas de una secuencia que
aparece en las SEQ ID NO: 78, 86, 87, 115, 120 y 124 (Ejemplo 23).

La evaluacion final de estos estudios (Ejemplos 1-23), condujo a la seleccion de ocho compuestos con una
secuencia de bases nitrogenadas de una secuencia que aparece en la SEQ ID NO: 25, 80, 86, 87, 115, 120, 122 y
124. En virtud de su secuencia complementaria, los compuestos son complementarios de las regiones 504-523, 505-
524, 512-531, 513-532, 577-596, 582-601, 584-603 y 586-605 de la SEQ ID NO: 1. En determinadas formas de
realizacién, los compuestos dirigidos a las regiones enumeradas, como se describe adicionalmente en el presente
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documento, comprenden un oligonucle6tido modificado que tiene una porcién de bases nitrogenadas de la
secuencia que aparece en las SEQ ID NO, como se describe adicionalmente en el presente documento. En
determinadas formas de realizacion, los compuestos dirigidos a las regiones enumeradas o que tienen una porcion
de bases nitrogenadas de una secuencia que aparece en las SEQ ID NO enumeradas pueden tener diversas
longitudes, como se describe adicionalmente en el presente documento, y pueden tener uno de varios motivos,
como se describe adicionalmente en el presente documento. En determinadas formas de realizacion, un compuesto
dirigido a una regiébn o que tiene una porcién de bases nitrogenadas de una secuencia que aparece en las
SEQ ID NO enumeradas tiene la longitud y el motivo especificos que se indican mediante los ISIS NO: ISIS 304299,
ISIS 420915, ISIS 420921, ISIS 420922, ISIS 420950, ISIS 420955, ISIS 420957 0 ISIS 420959.

Estos ocho compuestos se ensayaron para determinar la eficacia, el perfil farmacocinético y la tolerabilidad
en monos Cynomolgus (Ejemplo 24). Los estudios de inhibicion en estos monos indicaban que el tratamiento con
algunos de estos compuestos provocaba una alta inhibicion del ARNm de la TTR en el higado. En concreto, el
tratamiento con ISIS 420950, ISIS 420955 e ISIS 420915 provocé una inhibicion del 91%, 79% y 78%,
respectivamente, en comparacion con el testigo con PBS. Se observd que ISIS 420915 provocaba una mayor
inhibicion del ARNm de la TTR (78%) en comparacion con ISIS 304299 (59%), a pesar de que los dos
oligonucleétidos difieren entre si en un solo cambio de pares de bases de su regién diana en la SEQ ID NO: 1. El
analisis de proteinas también complementaba los datos de analisis de ARN, provocando el tratamiento con ISIS
420915 una inhibicion del 76% y provocando el tratamiento con ISIS 304299 una inhibicién del 47% de proteina TTR
en comparacion con el testigo. También se esperaba que los niveles proteicos de RBP4, que es una proteina
asociada con la transtiretina, disminuyesen después de tratamiento con los compuestos antisentido. Los niveles
proteicos de RBP4 disminuyeron en un 63% después del tratamiento con ISIS 420915. El tratamiento con ISIS
304299 disminuyd los niveles de proteina de RBP4 en un 19%. Ademas, ISIS 420915 era mas tolerable que ISIS
304299, como se indica en el estudio con monos (Ejemplo 24). Los niveles de aminotransferasas de los monos
tratados con ISIS 304299 (ALT 81 IU/l y AST 101 IU/l) fueron mas elevados que los tratados con ISIS 420915 (ALT
681U/l y AST 62 IU/l). Los niveles de complemento C3 de los monos tratados con ISIS 304299 (96 mg/dl) fueron
inferiores a la de los monos tratados con ISIS 420915 (104 mg/dl).

Por consiguiente, en el presente documento se divulgan compuestos antisentido con una cualquiera o0 mas
de las caracteristicas mejoradas. En determinadas formas de realizacion, en el presente documento se divulgan
compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado como se describe adicionalmente en el presente
documento dirigido a, o que puede hibridar especificamente con, la regién de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1.

Por consiguiente, en el presente documento se divulgan compuestos antisentido con una cualquiera o mas
de las caracteristicas mejoradas. En determinadas formas de realizacién, en el presente documento se divulgan
compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado como se describe adicionalmente en el presente
documento dirigido a, o que puede hibridar especificamente con, la region de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2.

Por consiguiente, en el presente documento se divulgan compuestos antisentido con una cualquiera o0 mas
de las caracteristicas mejoradas. En determinadas formas de realizacién, en el presente documento se divulgan
compuestos que comprenden un oligonucledtido modificado como se describe adicionalmente en el presente
documento dirigido a, o que puede hibridar especificamente con, la regién de nucleétidos de la SEQ ID NO: 4.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos segun se describen en el presente documento son
eficaces debido a que tienen al menos uno de entre una Clso in vitro inferior a 2,9 uM, inferior a 2,2 uM, inferior a
2,0 uM, inferior a 1,5 uM, inferior a 1,4 uM, inferior a 1,3 uM, inferior a 1,0 uM, inferior a 0,7 uM, inferior a 0,6 uM,
cuando se suministran a una estirpe celular de hepatocitos de mono Cynomolgus mediante electroporacion segin se
describe en el Ejemplo 67. En determinadas formas de realizacion, los compuestos seguin se describen en el
presente documento son altamente tolerables como lo demuestra el hecho de que tienen al menos uno de entre un
aumento del valor de ALT o AST no superior a 4 veces, 3 veces 0 2 veces con respecto a los animales tratados con
solucion salina; o un aumento del peso del higado, bazo o rifién no superior a un 30%, 20%, 15%, 12%, 10%, 5% o
2%.

Determinados indicios

En determinadas formas de realizacion, en el presente documento se divulgan métodos para tratar a un
individuo que comprenden administrar una o0 mas composiciones farmacéuticas segun se describe en el presente
documento. En determinadas formas de realizacion, el individuo tiene una enfermedad relacionada con el sistema
nervioso central.

Como se muestra en los ejemplos que se presentan mas adelante, los compuestos dirigidos a la
transtiretina segln se describe en el presente documento han demostrado reducir la gravedad de los sintomas
fisiolégicos de enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central. En algunos de los experimentos, los
compuestos reducian la velocidad de formacion de la placa amiloide, por ejemplo, los animales seguian
experimentando los sintomas, pero los sintomas eran menos graves en comparacion con los animales no tratados.
Sin embargo, en otro de los experimentos los compuestos parecen dar como resultado la regeneracion de la funcion
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con el tiempo; por ejemplo, los animales tratados durante un mayor periodo de tiempo experimentaron sintomas
menos graves que aquellos a los que se administraron los compuestos durante un menor periodo de tiempo. Por
tanto, la capacidad de los compuestos ejemplificados mas adelante para restaurar la funcion demuestra que pueden
revertirse los sintomas de la enfermedad mediante el tratamiento con un compuesto segin se describe en el
presente documento.

Por consiguiente, en el presente documento se divulgan métodos para mejorar un sintoma asociado con
una enfermedad cardiaca, neuropatoldgica o gastrointestinal relacionada con el sistema nervioso central, en un
sujeto que lo necesite. En determinadas formas de realizacién, se divulga un método para reducir la tasa de
aparicion de un sintoma asociado con una enfermedad cardiaca, neuropatoldgica o gastrointestinal relacionada con
el sistema nervioso central. En determinadas formas de realizacién, se divulga un método para reducir la gravedad
de un sintoma asociado con una enfermedad cardiaca, neuropatoldgica o gastrointestinal relacionada con el sistema
nervioso central. En tales formas de realizacién, los métodos comprenden administrar a un individuo que lo necesite
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto dirigido a un acido nucleico de la transtiretina.

La amiloidosis por transtiretina se caracteriza por numerosos sintomas fisicos, neurolégicos, psiquiatricos
ylo periféricos. Cualquier sintoma conocido por un experto en la materia que se asocie con la amiloidosis por
transtiretina puede mejorarse o modularse de otro modo como se ha explicado anteriormente en los métodos
descritos anteriormente. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es un sintoma fisico, cognitivo,
psiquiatrico o periférico. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es un sintoma fisico seleccionado del
grupo que consiste en la inquietud, la falta de coordinacion, el nistagmo, la paraparesia espastica, la falta de
coordinacion muscular, las alteraciones de la visién, el insomnio, las sensaciones extrafias, la mioclonia, la ceguera,
la afasia, el sindrome del tlinel carpiano, las convulsiones, las hemorragias subaracnoideas, el ictus y la hemorragia
cerebral, la hidrocefalia, la ataxia, y la paralisis espastica, el coma, la neuropatia sensorial, la parestesia, la
hiperestesia, la neuropatia motora, la neuropatia autonémica, la hipotensién ortostatica, el estrefiimiento ciclico, la
diarrea ciclica, las nauseas, el vémito, la disminucién de la sudoracion, la impotencia, el vaciamiento gastrico
retardado, la retencion urinaria, la incontinencia urinaria, la cardiopatia progresiva, la fatiga, la dificultad respiratoria,
la pérdida de peso, la falta de apetito, el entumecimiento, el hormigueo, la debilidad, la macroglosia, el sindrome
nefrético, la insuficiencia cardiaca congestiva, la disnea de esfuerzo, el edema periférico, las arritmias, las
palpitaciones, el mareo, el sincope, la hipotensién postural, los problemas de los nervios periféricos, el deterioro
sensoriomotor, la neuropatia de las extremidades inferiores, la neuropatia de las extremidades superiores, la
hiperalgesia, la sensibilidad térmica alterada, la debilidad de las extremidades inferiores, la caquexia, el edema
periférico, la hepatomegalia, la purpura, la disfunciéon diastélica, las contracciones ventriculares prematuras, la
neuropatia craneal, la disminucion de los reflejos tendinosos profundos, los depdésitos de amiloide en el humor vitreo,
la opacidad vitrea, la xeroftalmia, el glaucoma, el aspecto festoneado en las pupilas, la hinchazén de los pies debida
a la retencion de agua. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es un sintoma cognitivo seleccionado del
grupo que consiste en el deterioro de la memoria, el deterioro de la capacidad de juicio y de razonamiento, el
deterioro de la capacidad de planificacion, la alteracion de la flexibilidad, el deterioro del pensamiento abstracto, el
deterioro de la capacidad de adquisicion de reglas, el deterioro de la capacidad para iniciar acciones apropiadas, el
deterioro de la capacidad para inhibir acciones inapropiadas, el deterioro de la memoria a corto plazo, el deterioro de
la memoria a largo plazo, la paranoia, la desorientacion, la confusion, la alucinacion y la demencia. En determinadas
formas de realizacion, el sintoma es un sintoma psiquiatrico seleccionado del grupo que consiste en la demencia, la
ansiedad, la depresion, el embotamiento afectivo, el egocentrismo, la agresividad, el comportamiento compulsivo, la
irritabilidad, los cambios de personalidad, incluidos el deterioro de la memoria, de la capacidad de juicio y de
razonamiento, y la idea suicida.

En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la inquietud. En determinadas formas de realizacion,
el sintoma es la falta de coordinacion. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el nistagmo. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es la paraparesia espastica. En determinadas formas de realizacion,
el sintoma es la falta de coordinacion muscular. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es las
alteraciones de la vision. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el insomnio. En determinadas formas
de realizacion, el sintoma es las sensaciones extrafias. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la
mioclonia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la ceguera. En determinadas formas de realizacion,
el sintoma es la afasia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el sindrome del tinel carpiano. En
determinadas formas de realizaciéon, el sintoma es las convulsiones. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es las hemorragias subaracnoideas. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el ictus. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es la hemorragia cerebral. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es la hidrocefalia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la ataxia. En determinadas formas
de realizacion, el sintoma es la paralisis espastica. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el coma.
En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la neuropatia sensorial. En determinadas formas de
realizacién, el sintoma es la parestesia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la hipoestesia. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es la neuropatia motora. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es la neuropatia autonémica. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la hipotensién
ortostatica. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el estrefiimiento ciclico. En determinadas formas
de realizacioén, el sintoma es la diarrea ciclica. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es las nauseas. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es el vémito. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es
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la disminucién de la sudoracion. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la impotencia. En
determinadas formas de realizacidn, el sintoma es el vaciamiento gastrico retardado. En determinadas formas de
realizacion, el sintoma es la retencion urinaria. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la incontinencia
urinaria. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la cardiopatia progresiva. En determinadas formas de
realizacion, el sintoma es la fatiga. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la dificultad respiratoria. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es la pérdida de peso. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es el entumecimiento. En determinadas formas de realizacién, el sintoma es el hormigueo. En determinadas
formas de realizacion, el sintoma es la debilidad. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la
macroglosia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el sindrome nefrético. En determinadas formas
de realizacién, el sintoma es la insuficiencia cardiaca congestiva. En determinadas formas de realizacion, el sintoma
es la disnea de esfuerzo. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el edema periférico. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es las arritmias. En determinadas formas de realizacién, el sintoma
es las palpitaciones. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el mareo. En determinadas formas de
realizacion, el sintoma es el sincope. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la hipotensién postural.
En determinadas formas de realizacion, el sintoma es los problemas de los nervios periféricos. En determinadas
formas de realizacion, el sintoma es el deterioro sensoriomotor. En determinadas formas de realizacion, el sintoma
es la neuropatia de las extremidades inferiores. En determinadas formas de realizacién, el sintoma es la neuropatia
de las extremidades superiores. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la hiperalgesia. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es la sensibilidad térmica alterada. En determinadas formas de
realizacion, el sintoma es la debilidad de las extremidades inferiores. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es la caquexia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el edema. En determinadas formas de
realizacién, el sintoma es la hepatomegalia. En determinadas formas de realizacién, el sintoma es la parpura. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es la disfuncién diastélica. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es las contracciones ventriculares prematuras. En determinadas formas de realizacién, el sintoma es la
neuropatia craneal. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la disminucién de los reflejos tendinosos
profundos. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es los depositos de amiloide en el humor vitreo. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es la opacidad vitrea. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es la xeroftalmia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el glaucoma. En determinadas
formas de realizacion, el sintoma es el aspecto festoneado en las pupilas. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es la inflamacion de los pies debida a la retencién de agua.

En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el deterioro de la memoria. En determinadas formas
de realizacion, el sintoma es el deterioro de la capacidad de juicio y de razonamiento. En determinadas formas de
realizacién, el sintoma es el deterioro de la capacidad de planificacion. En determinadas formas de realizacion, el
sintoma es la alteracion de la flexibilidad. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el deterioro del
pensamiento abstracto. En determinadas formas de realizacién, el sintoma es el deterioro de la capacidad de
adquisicion de reglas. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el deterioro de la capacidad para iniciar
acciones apropiadas. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el deterioro de la capacidad para inhibir
acciones inapropiadas. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es el deterioro de la memoria a corto
plazo. En determinadas formas de realizacién, el sintoma es el deterioro de la memoria a largo plazo. En
determinadas formas de realizacion, el sintoma es la paranoia. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es
la desorientacion. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la confusion. En determinadas formas de
realizacion, el sintoma es la alucinacion. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la demencia.

En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la demencia. En determinadas formas de realizacion,
el sintoma es la ansiedad. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la depresion. En determinadas
formas de realizacion, el sintoma es el embotamiento afectivo. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es
el egocentrismo. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la agresividad. En determinadas formas de
realizacién, el sintoma es el comportamiento compulsivo. En determinadas formas de realizacion, el sintoma es la
irritabilidad. En determinadas formas de realizacién, el sintoma es los cambios de personalidad. En determinadas
formas de realizacién, el sintoma es la idea suicida.

En determinadas formas de realizacion, se divulgan métodos para tratar a un individuo que comprenden
administrar una o mas composiciones farmacéuticas segin se describen en el presente documento. En
determinadas formas de realizacion, el individuo tiene una enfermedad relacionada con el sistema nervioso central.

En determinadas formas de realizacion, la administracion de un compuesto antisentido dirigido a un de
acido nucleico de la transtiretina da como resultado la reduccion de la expresién de transtiretina en al menos
aproximadamente un 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 0 99%, o un intervalo definido por dos de estos valores.

En determinadas formas de realizacién, las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto
antisentido dirigido a la transtiretina se utilizan para preparar un medicamento para tratar a un paciente que padece o
es susceptible a una enfermedad relacionada con el sistema nervioso central.

En determinadas formas de realizacion, los métodos descritos en el presente documento incluyen
administrar un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que tiene una porcion de bases
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nitrogenadas contiguas segin se describe en el presente documento de una secuencia que aparece en la
SEQ ID NO: 25, 78, 80, 86, 87, 115, 120, 122 y 124.

Administracion

En determinadas formas de realizacion, los compuestos y las composiciones segun se describen en el
presente documento pueden administrarse de varias maneras dependiendo de si se desea un tratamiento local o
sistémico, y de la zona a tratar. La administracion puede ser topica, pulmonar, por ejemplo, por inhalacion o
insuflacion de polvos o aerosoles, incluida mediante nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmica y
transdérmica, oral o parenteral. Los compuestos y las composiciones segun se describen en el presente documento
pueden suministrarse de manera que se dirijan a un tejido concreto, tal como el higado o el cerebro.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos y las composiciones segin se describen en el
presente documento se administran por via parenteral. "Administracion parenteral" se refiere a la administracion
mediante inyeccion o infusién. La administracion parenteral incluye la administracion subcutanea, la administracion
intravenosa, la administracion intramuscular, la administraciéon intraarterial, la administraciéon intraperitoneal o la
administracion intracraneal, por ejemplo, la administracién intracerebral, la administracion intratecal, la
administracion intraventricular, la administraciébn ventricular, la administracion intracerebroventricular, la
administracion intraventricular cerebral o la administracion ventricular cerebral. La administracion puede ser
continua, o crénica, o corta o intermitente.

En determinadas formas de realizacién, la administracion parenteral es mediante infusion. La infusion
puede ser cronica o continua o corta o intermitente. En determinadas formas de realizacion, los agentes
farmacéuticos infundidos se suministtan mediante una bomba. En determinadas formas de realizacién, la
administracion parenteral es por inyeccién.

En determinadas formas de realizacién, la administracion parenteral es subcutanea.

En formas de realizacion adicionales, la formulacion para la administracion es los compuestos descritos en
el presente documento y solucion salina.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos y las composiciones se suministran al SNC. En
determinadas formas de realizacién, los compuestos y las composiciones se suministran al liquido cefalorraquideo.
En determinadas formas de realizacién, los compuestos y las composiciones se administran al parénquima cerebral.
En determinadas formas de realizacion, los compuestos y las composiciones se suministran a un animal a multiples
regiones del sistema nervioso central (por ejemplo, a mdltiples regiones del cerebro, y/o a la médula espinal)
mediante administracién intratecal o administracion intracerebroventricular. Puede conseguirse una distribucion
amplia de los compuestos y las composiciones que se describen en el presente documento dentro del sistema
nervioso central mediante administracién intraparenquimatosa, administracion intratecal o administracion
intracerebroventricular.

En determinadas formas de realizacion, la presente invencion incluye composiciones farmacéuticas que
pueden suministrarse por inyeccién directamente al cerebro. La inyeccion puede ser por inyeccion estereotactica en
una regién concreta del cerebro (por ejemplo, la sustancia negra, el plexo coroideo, la corteza, el hipocampo, el
cuerpo estriado, el plexo coroideo o el globus pallidus). EI compuesto también puede suministrarse a regiones
difusas del cerebro (por ejemplo, el suministro difuso a la corteza del cerebro).

En determinadas formas de realizacion, la administracion parenteral es por inyeccién. La inyeccién puede
suministrarse con una jeringa o una bomba. En determinadas formas de realizacion, la inyeccién es una inyeccion en
bolo. En determinadas formas de realizacion, la inyeccion se administra directamente a un tejido, tal como el cuerpo
estriado, el caudado, la corteza, el hipocampo y el cerebelo.

En determinadas formas de realizacion, el suministro de un compuesto o composicion segun se describen
en el presente documento puede influir en el perfil farmacocinético del compuesto o composiciéon. En determinadas
formas de realizacion, la inyeccién de un compuesto o composicién segun se describen en el presente documento a
un tejido diana mejora el perfil farmacocinético del compuesto o composicion en comparacion con la infusién del
compuesto o composicién. En una determinada forma de realizacion, la inyecciéon de un compuesto o composicién
mejora la potencia en comparacidon con la difusién amplia, que requiere menos cantidad del compuesto o
composicion para conseguir una farmacologia similar. En determinadas formas de realizacién, farmacologia similar
se refiere a la cantidad de tiempo que un ARNm diana y/o una proteina diana es regulada por disminucion (por
ejemplo, duracién de la accion). En determinadas formas de realizacion, los métodos para situar especificamente un
agente farmacéutico, tal como por inyeccién en bolo, disminuyen la concentracion eficaz media (CE50) por un factor
de aproximadamente 50 (por ejemplo, se requiere 50 veces menos concentracion en el tejido para conseguir un
efecto farmacodinamico igual o similar). En determinadas formas de realizacion, los métodos para situar
especificamente un agente farmacéutico, tal como por inyeccion en bolo, disminuyen la concentracion eficaz media
(CE50) por un factor de 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50. En determinadas formas de realizacion, el agente farmacéutico
es un compuesto antisentido como se describe adicionalmente en el presente documento. En determinadas formas
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de realizacién, el tejido diana es el tejido cerebral. En determinadas formas de realizacion, el tejido diana es el tejido
estriado. En determinadas formas de realizacion, la disminucion de la CE50 es deseable porque reduce la dosis
necesaria para conseguir un resultado farmacolégico en un paciente que lo necesita.

La semivida de los oligonucle6tidos gapmer MOE en tejido hepéatico de ratones CD1 es de
aproximadamente 21 dias (véanse los Ejemplos 12).

En determinadas formas de realizacién, un oligonucleétido antisentido se suministra por inyeccién o infusién
una vez al mes, cada dos meses, cada 90 dias, cada 3 meses, cada 6 meses, dos veces al afio 0 una vez al afio.

Determinadas terapias de combinacién

En determinadas formas de realizacién, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencion
se coadministran con uno o mas de otros agentes farmacéuticos. En determinadas formas de realizacion, dichos uno
o mas de otros agentes farmacéuticos estan disefiados para tratar la misma enfermedad, trastorno o afeccion que
las una o mas composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En determinadas formas de
realizacién, dichos uno o mas de otros agentes farmacéuticos estan disefiados para tratar una enfermedad, trastorno
o afeccion diferente que las una 0 mas composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En
determinadas formas de realizacién, dichos uno o mas de otros agentes farmacéuticos estan disefiados para tratar
un efecto secundario no deseado de una o mas composiciones farmacéuticas segun se describen en el presente
documento. En determinadas formas de realizacién, una o mas composiciones farmacéuticas se coadministran con
otro agente farmacéutico para tratar un efecto no deseado de ese otro agente farmacéutico. En determinadas formas
de realizacion, se coadministran una o mas composiciones farmacéuticas con otro agente farmacéutico para
producir un efecto combinatorio. En determinadas formas de realizacion, se coadministran una 0 mas composiciones
farmacéuticas con otro agente farmacéutico para producir un efecto sinérgico.

En determinadas formas de realizacion, se administran al mismo tiempo una 0 mas composiciones
farmacéuticas y uno o mas de otros agentes farmacéuticos. En determinadas formas de realizacién, se administran
en momentos diferentes una o mas composiciones farmacéuticas y uno o mas de otros agentes farmacéuticos. En
determinadas formas de realizacion, se preparan juntos en una Unica formulaciébn una o mas composiciones
farmacéuticas y uno o mas agentes farmacéuticos. En determinadas formas de realizacién, se preparan por
separado una 0 mas composiciones farmacéuticas y uno o mas agentes farmacéuticos.

En determinadas formas de realizacion, el segundo compuesto se administra antes de la administracion de
una composicion farmacéutica de la presente invenciéon. En determinadas formas de realizacion, el segundo
compuesto se administra después de la administracién de una composiciéon farmacéutica de la presente invencion.
En determinadas formas de realizacion, el segundo compuesto se administra al mismo tiempo que una compaosicion
farmacéutica de la presente invencion. En determinadas formas de realizacion, la dosis de un segundo compuesto
coadministrado es la misma que la dosis que se administraria si el segundo compuesto se administrase en solitario.
En determinadas formas de realizacién, la dosis de un segundo compuesto coadministrado es menor que la dosis
que se administraria si el segundo compuesto se administrase en solitario. En determinadas formas de realizacion,
la dosis de un segundo compuesto coadministrado es mayor que la dosis que se administraria si el segundo
compuesto se administrase en solitario.

En determinadas formas de realizacion, la coadministracion de un segundo compuesto potencia el efecto
de un primer compuesto, de manera que la coadministracion de los compuestos da como resultado un efecto que es
mayor que el efecto de administrar el primer compuesto en solitario. En determinadas formas de realizacion, la
coadministracién da como resultado unos efectos que son aditivos a los efectos de los compuestos cuando se
administran en solitario. En determinadas formas de realizacion, la coadministracién da como resultado unos efectos
que son supraaditivos a los efectos de los compuestos cuando se administran en solitario. En determinadas formas
de realizacion, el primer compuesto es un compuesto antisentido. En determinadas formas de realizacion, el
segundo compuesto es un compuesto antisentido.

En determinadas formas de realizacion, los agentes farmacéuticos que pueden coadministrarse con una
composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen antipsicéticos tales como, por ejemplo, haloperidol,
clorpromazina, clozapina, quetiapina y olanzapina; antidepresivos tales como, por ejemplo, fluoxetina, clorhidrato de
sertralina, venlafaxina y nortriptilina; tranquilizantes tales como, por ejemplo, benzodiazepinas, clonazepam,
paroxetina, venlafaxina, y betabloqueantes; eutimizantes tales como, por ejemplo, litio, valproato, lamotrigina y
carbamazepina; bloqueadores neuromusculares tales como, por ejemplo, la toxina botulinica; y/u otros agentes
experimentales incluidos, pero no limitados a, tetrabenazina (Xenazine), creatina, coenzima Q10, trehalosa, acidos
docosahexanoicos, ACR16, etil-EPA, atomoxetina, citalopram, dimebon, memantina, fenilbutirato sédico, ramelteon,
ursodiol, zyprexa, xenazine, tiaprida, riluzol, amantadina, [1231]MNI-420, atomoxetina, tetrabenazina, digoxina,
dextrometorfano, warfarina, alprozam, ketoconazol, omeprazol y minociclina.

En determinadas formas de realizacién, los agentes farmacéuticos que pueden coadministrarse con una
composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen analgésicos tales como paracetamol (acetaminofén);
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antiinflamatorios no esteroideos (AINE) tales como los salicilatos; narcéticos tales como la morfina, y farmacos
sintéticos con propiedades narcéticas tales como el tramadol. En determinadas formas de realizacion, los agentes
farmacéuticos que pueden coadministrarse con una composicién farmacéutica de la presente invencion incluyen
relajantes musculares tales como las benzodiazepinas y el metocarbamol.

Formulaciones

Los compuestos de la invencién también pueden estar mezclados, conjugados o0 asociados de otro modo
con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos, como por ejemplo, liposomas, moléculas
dirigidas a receptores, u otras formulaciones, para facilitar la captacion, distribucidon y/o absorcion. Las patentes
estadounidenses representativas que ilustran la preparacion de tales formulaciones que facilitan la captacion,
distribucién y/o absorcién incluyen, pero no se limitan a, los documentos US: 5.108.921, 5.354.844, 5.416.016,
5.459.127, 5.521.291, 5.543.158, 5.547.932, 5.583.020, 5.591.721, 4.426.330, 4.534.899, 5.013.556, 5.108.921,
5.213.804, 5.227.170, 5.264.221, 5.356.633, 5.395.619, 5.416.016, 5.417.978, 5.462.854, 5.469.854, 5.512.295,
5.527.528, 5.534.259, 5.543.152, 5.556.948, 5.580.575 y 5.595.756.

Los compuestos antisentido de la invencion abarcan cualquier sal farmacéuticamente aceptable, éster o sal
de tal éster, o cualquier otro compuesto que, tras administrarse a un animal, incluido un ser humano, sea capaz de
proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o residuo del mismo.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisiolégica y farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de la invencion: es decir, sales que conservan la actividad biolégica deseada del
precursor y no le confieren efectos toxicolégicos no deseados. Para los oligonucleétidos, los ejemplos preferentes de
sales farmacéuticamente aceptables y sus usos se describen adicionalmente en la patente estadounidense
6.287.860. Las sales de sodio han demostrado ser formas adecuadas de farmacos oligonucleétidos.

La presente invencion también incluye formulaciones y composiciones farmacéuticas que incluyen los
compuestos antisentido de la invencién. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden
administrarse de varias maneras, dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico y de la zona a tratar.
La administracion puede ser parenteral. La administracion parenteral incluye la inyecciéon o infusion intravenosa,
intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o la administracion intracraneal, por ejemplo, la
administracion intracerebral, la administracion intratecal, la administraciéon intraventricular, la administracion
ventricular, la administracion intracerebroventricular, la administracién intraventricular cerebral o la administracion
ventricular cerebral.

La administracién intraventricular resulta preferente para focalizar la expresion de transtiretina en el plexo
coroideo. Se cree que los oligonucleétidos con al menos una modificacion 2'-O-metoxietilo son particularmente Utiles
para la administracion oral. Las formulaciones y composiciones farmacéuticas para la administracion tépica pueden
incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, aerosoles, liquidos y polvos.
Pueden ser necesarios o deseables vehiculos farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo u oleosas,
espesantes, y similares. También pueden ser Utiles los guantes, los condones recubiertos, y similares.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion, que pueden presentarse de manera practica en
forma farmacéutica unitaria, pueden prepararse segun las técnicas convencionales bien conocidas en la industria
farmacéutica. Tales técnicas incluyen la etapa de poner en asociacion los principios activos con el(los) excipiente(s)
o vehiculo(s) farmacéutico(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacion uniforme e
intimamente los principios activos con vehiculos liquidos o vehiculos soélidos finamente divididos, o ambos, y a
continuacion, en caso necesario, dando forma al producto.

Las composiciones de la presente invencion pueden formularse en forma de cualquiera de muchas formas
farmacéuticas posibles tales como, pero no limitadas a, comprimidos, capsulas, capsulas de gelatina, jarabes
liquidos, geles suaves, supositorios y enemas. Las composiciones de la presente invencién también pueden
formularse como suspensiones en medios acuosos, N0 acuosos 0 mixtos. Las suspensiones acuosas pueden
contener adicionalmente sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension incluidas, por ejemplo,
carboximetilcelulosa sddica, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener estabilizadores.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, soluciones,
emulsiones, espumas y formulaciones que contienen liposomas. Las formulaciones y composiciones farmacéuticas
de la presente invencion pueden comprender uno o mas potenciadores de la penetracion, vehiculos, excipientes u
otros principios activos o inactivos.

Las emulsiones son por lo general sistemas heterogéneos de un liquido disperso en otro en forma de
gotitas que suelen sobrepasar los 0,1 pm de didmetro. Las emulsiones pueden contener componentes adicionales
ademas de las fases dispersadas, y el farmaco activo que puede estar presente como solucién en la fase acuosa, la
fase oleosa o por si mismo como una fase separada. Las microemulsiones se incluyen como una forma de
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realizacién de la presente invencion. Las emulsiones y sus usos son bien conocidos en la técnica y se describen
adicionalmente en la patente estadounidense 6.287.860.

Las formulaciones de la presente invencion incluyen formulaciones liposomales. Tal como se utiliza en la
presente invencion, el término "liposoma” se refiere a una vesicula compuesta por lipidos anfifilicos dispuestos en
una bicapa o bicapas esféricas. Los liposomas son vesiculas unilamelares o multilamelares que tienen una
membrana formada a partir de un material lipéfilo y un interior acuoso que contiene la composicion a suministrar. Los
liposomas catidnicos son liposomas cargados positivamente que se cree interactlan con las moléculas de ADN
cargadas negativamente para formar un complejo estable. Se cree que los liposomas que son sensibles al pH o
estan cargados negativamente inmovilizan el ADN en lugar de formar complejos con él. Los liposomas catiénicos y
los no cationicos se han utilizado para introducir ADN en las células.

Los liposomas también incluyen liposomas "estéricamente estabilizados", una expresion que, tal como se
utiliza en el presente documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que,
cuando se incorporan en los liposomas, dan como resultado mejores vidas Utiles en circulacién en comparacion con
los liposomas que carecen de tales lipidos especializados. Los liposomas y sus usos se describen adicionalmente en
la patente estadounidense 6.287.860.

En otra forma de realizacion de la invencién, las formulaciones de la presente invencion incluyen
formulaciones salinas. En determinada forma de realizacion de la invencién, una formulaciéon consiste en los
compuestos descritos en el presente documento y solucion salina. En determinadas formas de realizacién, una
formulacién consiste esencialmente en los compuestos descritos en el presente documento y solucion salina. En
determinadas formas de realizacion, la soluciéon salina es una solucién salina de calidad farmacéuticamente
aceptable. En determinadas formas de realizacion, la solucién salina es una soluciéon salina tamponada. En
determinadas formas de realizacién, la solucion salina es una solucién salina tamponada con fosfato (PBS).

En determinadas formas de realizacion, una formulacién excluye los liposomas. En determinadas formas de
realizacién, la formulacion excluye los liposomas estéricamente estabilizados. En determinadas formas de
realizacién, una formulacién excluye los fosfolipidos. En determinadas formas de realizacion, la formulacién consiste
esencialmente en los compuestos descritos en el presente documento y solucién salina y excluye los liposomas.

Las formulaciones farmacéuticas y composiciones de la presente invencion también pueden incluir
tensioactivos. Los tensioactivos y sus usos se describen adicionalmente en la patente estadounidense 6.287.860.

En una forma de realizacion, la presente invencion emplea diversos potenciadores de la penetracion para
influir en el suministro eficaz de los acidos nucleicos, particularmente los oligonucleétidos. Los potenciadores de la
penetracion y sus usos se describen adicionalmente en la patente estadounidense 6.287.860.

Un experto en la materia reconocera que las formulaciones se disefian de manera rutinaria segin su uso
previsto, es decir, la via de administracion.

Las formulaciones preferentes para la administracion tépica incluyen aquellas en las que los
oligonucleétidos de la invencién se encuentran en mezcla con un agente de suministro topico tal como lipidos,
liposomas, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos. Los lipidos y
liposomas preferentes incluyen neutros (por ejemplo, dioleoil fosfatidiletanolamina DOPE, dimiristoil fosfatidilcolina
DMPC, distearoil fosfatidilcolina) negativos (por ejemplo, dimiristoil fosfatidilglicerol DMPG) y cati6nicos (por ejemplo
dioleoil tetrametilaminopropil DOTAP y dioleoil fosfatidiletanolamina DOTMA).

Las composiciones y formulaciones para la administracién parenteral, incluidas la inyecciéon o infusién
intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, o la administracion intracraneal, pueden incluir
soluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales
como, pero no limitados a, potenciadores de la penetracién, compuestos transportadores y otros vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Determinadas formas de realizacion de la invencién divulgan composiciones farmacéuticas que contienen
uno 0 mas compuestos oligoméricos y uno o mas de otros agentes quimioterapéuticos que actlan mediante un
mecanismo no antisentido. Los ejemplos de tales agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no se limitan a,
farmacos quimioterapéuticos contra el cancer tales como daunorrubicina, daunomicina, dactinomicina, doxorubicina,
epirubicina, idarubicina, esorubicina, bleomicina, mafosfamida, ifosfamida, arabindsido de citosina, bis-
cloroetilnitrosourea, busulfan, mitomicina C, actinomicina D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona,
testosterona, tamoxifeno, dacarbazina, procarbazina, hexametilmelamina, pentametilmelamina, mitoxantrona,
amsacrina, clorambucil, metilciclohexilnitrosurea, mostazas nitrogenadas, melfalan, ciclofosfamida, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea, desoxicoformicina, 4-
hidroxiperoxiciclofosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-fluorodesoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina,
taxol, vincristina, vinblastina, etopoésido (VP-16), trimetrexato, irinotecan, topotecan, gemcitabina, tenipdsido,
cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Cuando se utilizan con los compuestos de la invencion, tales agentes
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quimioterapéuticos pueden utilizarse individualmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucleétido), secuencialmente (por
ejemplo, 5-FU y oligonucleétido durante un periodo de tiempo seguido de MTX y oligonucleétido), o en combinacion
con uno o mas de otros de tales agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, 5-FU, MTX y oligonucleétido, o 5-FU,
radioterapia y oligonucleotido). También pueden combinarse en composiciones de la invencion farmacos
antiinflamatorios, incluidos pero no limitados a farmacos antiinflamatorios no esteroideos y corticosteroides, y
farmacos antivirales, incluidos pero no limitados a ribavirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir. Las combinaciones
de compuestos antisentido y otros farmacos no antisentido también pertenecen al alcance de la presente invencion.
Pueden utilizarse, juntos o secuencialmente, dos 0 mas compuestos combinados.

En otra forma de realizacién relacionada, las composiciones de la invencién pueden contener uno 0 mas
compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer acido nucleico y uno o mas
compuestos antisentido adicionales dirigidos a una segunda diana acido nucleico. Como alternativa, las
composiciones de la invencién pueden contener dos 0 mas compuestos antisentido dirigidos a diferentes regiones
de la misma diana acido nucleico. En la técnica se conocen numerosos ejemplos de compuestos antisentido.
Pueden utilizarse, juntos o secuencialmente, dos 0 mas compuestos combinados.

Dosificacion

Se cree que la formulacién de las composiciones terapéuticas y su posterior administracion (dosificacion)
esta dentro del dominio de los expertos en la materia. La dosificacién depende de la gravedad y sensibilidad de la
patologia a tratar, durando el ciclo del tratamiento de varios dias a varios meses, o hasta que se logra la cura o se
consigue una disminucién de la patologia. Pueden calcularse las pautas de dosificacion 6ptimas a partir de las
mediciones de acumulacion del farmaco en el cuerpo del paciente. Las dosificaciones éptimas pueden variar
dependiendo de la potencia relativa de los oligonucleétidos individuales, y pueden estimarse generalmente
basandose en las CEso que han resultado ser eficaces en modelos animales in vitro e in vivo. En general, la
dosificacién es de 0,01 ug a 100g por kg de peso corporal, y puede administrarse una 0 mas veces al dia,
semanalmente, mensualmente o anualmente, o a intervalos deseados. Tras un tratamiento eficaz, puede ser
deseable hacer que el paciente se someta a terapia de mantenimiento para prevenir la reaparicién de la patologia,
en la que el oligonucleétido se administra en dosis de mantenimiento, que van desde 0,01 pg hasta 100 g por kg de
peso corporal, una 0 mas veces al dia.

Aungue la presente invencion se ha descrito con especificidad segln algunas de sus formas de realizacion
preferentes, los siguientes ejemplos sirven solamente para ilustrar la invencién y no pretenden limitarla.

EJEMPLOS
Divulgacion no limitativa

Aunque determinados compuestos, composiciones y métodos descritos en el presente documento se han
descrito con especificidad segun determinadas formas de realizacion, los siguientes ejemplos sirven solamente para
ilustrar los compuestos descritos en el presente documento y no pretenden limitarlos.

Ejemplo 1: Inhibicién por antisentido de la transtiretina humana en células HepG2

Se disefiaron oligonucledtidos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la transtiretina y se ensayaron
para determinar sus efectos sobre el ARNm de la transtiretina in vitro. Se transfectaron células HepG2 cultivadas a
una densidad de 10.000 células por pocillo utilizando el reactivo lipofectina con 50 nM de oligonucle6tido antisentido.
Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron
los niveles de ARNm de la transtiretina mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizo el juego de cebador y
sonda de ser humano RTS1396 (secuencia directa CCCTGCTGAGCCCCTACTC, indicada en el presente
documento como SEQ ID NO: 5; secuencia inversa TCCCTCATTCCTTGGGATTG, indicada en el presente
documento como SEQ ID NO: 6; secuencia de sonda ATTCCACCACGGCTGTCGTCAX, indicada en el presente
documento como SEQ ID NO: 7). Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segin el contenido total de
ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la
transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar.

Los oligonucledtidos antisentido hibridos de las Tablas 1 y 2 se disefiaron como gapmers MOE 5-10-5. Los
gapmers tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento de separacion central esta compuesto por
diez 2'-desoxinucle6tidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5’ y 3') por alas que comprenden
cinco nucledtidos cada una. Cada nucleétido del segmento de ala 5’ y cada nucleétido del segmento de ala 3' tiene
una modificacion 2’-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmer son enlaces fosforotioato (P=S).
Todos los residuos de citidina a lo largo de cada gapmer son 5-metilcitidinas. "Sitio de inicio diana humano" indica el
nucle6tido mas cercano al extremo 5’ al que se dirige el gapmer en la secuencia del gen humano. "Sitio de parada
diana humano" indica el nucleétido mas cercano al extremo 3’ al que se dirige el gapmer en la secuencia del gen
humano. Cada gapmer que aparece en la Tabla 1 se dirige al ARNm de la transtiretina humana, indicado en el
presente documento como SEQ ID NO: 1 (n° de registro del GENBANK NM_000371.2). También se disefiaron
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determinados gapmers que se dirigian a las secuencias intrénicas o a las uniones intrén-exén de la secuencia
gendmica de la transtiretina humana, indicados en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (n° de registro del
GENBANK NT_010966.10 truncada desde el nucleé6tido 2009236 hasta el 2017289) y aparecen en la Tabla 2.

Los oligonucledtidos humanos de las Tablas 1 y 2 también presentan reactividad cruzada con las
secuencias del gen de mono rhesus. Los “desapareamientos” indican el nimero de bases nitrogenadas por el que el
oligonucleétido humano presenta desapareamiento con una secuencia génica de mono rhesus. Cuanto mayor es la
complementariedad entre el oligonucleétido humano y la secuencia de mono rhesus, mas probable resulta que el
oligonucleétido humano pueda presentar reactividad cruzada con la secuencia de mono rhesus. Se compararon los
oligonucleétidos humanos de la Tabla 1 con los exones 1-4 extraidos de la secuencia genémica de mono rhesus con
n° de registro del GENBANK NW_001105671.1, basandose en la similitud con los exones humanos. Se compararon
los oligonucledtidos humanos de la Tabla 2 con la secuencia genémica de mono rhesus, indicada en el presente
documento como SEQ ID NO: 4 (n° de registro del GENBANK NW_001105671.1 truncada desde el nucleétido
628000 hasta el 638000). "Sitio de inicio diana de mono rhesus" indica el nucleétido mas cercano al extremo 5’ al
que se dirige el gapmer en la secuencia del mono rhesus. "Sitio de parada diana de mono rhesus" indica el
nucleétido mas cercano al extremo 3’ al que se dirige el gapmer en la secuencia del mono rhesus.
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Debido a la escasa longitud del ARNm de la transtiretina humana, se disefié un segundo juego de cebador
y sonda alejado del primer juego de cebador y sonda, RTS1396, para evitar oligonucleétidos amplicones. Los
oligonucleétidos antisentido también se ensayaron para determinar sus efectos sobre el ARNm de la transtiretina in
vitro utilizando un nuevo juego de cebador y sonda de ser humano RTS3029 (secuencia directa
CTTGCTGGACTGGTATTTGTGTCT, indicada en el presente documento como SEQ ID NO: 161, secuencia inversa
AGAACTTTGACCATCAGAGGACACT, indicada en el presente documento como SEQ ID NO: 162; secuencia de
sonda CCCTACGGGCACCGGTGAATCCX, indicada en el presente documento como SEQ ID NO: 163). Se
transfectaron células HepG2 cultivadas a una densidad de 10.000 células por pocillo utilizando el reactivo lipofectina
con 50 nM de oligonucleétido antisentido. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se
aislé el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la transtiretina mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el contenido total de ARN, medido mediante
RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicién de la transtiretina, con respecto a las
células testigo sin tratar. Los resultados se presentan en la Tabla 3 como porcentaje de inhibicién del conjunto de
células testigo con PBS.

Tabla 3
Inhibicién de los niveles de ARNm de la transtiretina humana por oligonucleétidos antisentido
hibridos que tienen alas MOE 5-10-5 y separacién desoxi con el juego de cebador y sonda RTS3029

ISIS NO Regidn % de inhibicién
304267 codificante 13
304268 codificante 10
304280 codificante 23
304284 codificante 10
304285 codificante 34
304286 codificante 0
304287 codificante 34
304288 codificante 45
304289 codificante 3
304290 codificante 16
304291 codificante-codén de terminacion 4
304292 codificante-codén de terminacion 10
304293 codificante-codén de terminacion 14
304294 cododn de terminacion -3' UTR 30
304296 exén 4 78
304297 exon 4 29
304298 exon 4 19
304299 exon 4 85
304300 exén 4 52
304301 exén 4 15
304302 exon 4 45
304303 exon 4 51
304304 exon 4 62
304307 exén 4 76
304308 exén 4 63
304309 exon 4 75
304311 exon 4 81
304312 exén 4 68
420871 codificante 0
420872 codificante 5
420873 codificante 19
420874 codificante 0
420875 codificante 6
420876 codificante 20
420877 codificante 28
420878 codificante 37
420879 codificante 34
420880 codificante 36
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420881 codificante 10
420882 codificante 27
420883 codificante 13
420884 codificante 28
420885 codificante 4
420886 codificante 21
420887 codificante 39
420888 codificante 37
420889 codificante 9
420890 codificante 27
420891 codificante 39
420892 codificante 43
420893 codificante 39
420894 codificante 0
420895 codificante 0
420896 codificante 24
420897 codificante 31
420898 codificante- 0
420899 coddn de terminacion -3'UTR 41
420900 coddn de terminacion -3’'UTR 26
420901 coddn de terminacion -3’'UTR 28
420902 coddn de terminacion -3'UTR 20
420903 codon de terminacion -3'UTR 20
420904 coddn de terminacion -3'UTR 22
420905 coddn de terminacion -3’'UTR 32
420906 coddn de terminacion -3’'UTR 13
420907 -codoén de terminacién -3’'UTR 0
420908 coddn de terminacion -3'UTR 45
420909 3'UTR 41
420910 3'UTR 14
420911 3'UTR 45
420912 3'UTR 62
420913 3'UTR 81
420914 3'UTR 68
420915 3'UTR 71
420916 3'UTR 54
420917 3'UTR 50
420918 3'UTR 43
420919 3'UTR 65
420920 3'UTR 61
420921 3'UTR 65
420922 3'UTR 68
420923 3'UTR 62
420924 3'UTR 9
420925 3'UTR 17
420926 3'UTR 47
420927 3'UTR 57
420928 3'UTR 51
420929 3'UTR 46
420930 3'UTR 39
420931 3'UTR 14
420932 3'UTR 6
420933 3'UTR 1
420934 3'UTR 48
420935 3'UTR 13
420936 3'UTR 62
420937 3'UTR 65
420938 3'UTR 48
420939 3'UTR 7
420940 3'UTR 3
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420941 3'UTR 31
420942 3'UTR 0
420943 3'UTR 40
420944 3'UTR 78
420945 3'UTR 58
420946 3'UTR 52
420947 3'UTR 71
420948 3'UTR 73
420949 3'UTR 88
420950 3'UTR 82
420951 3'UTR 90
420952 3'UTR 82
420953 3'UTR 71
420954 3'UTR 67
420955 3'UTR 73
420956 3'UTR 65
420957 3'UTR 74
420958 3'UTR 69
420959 3'UTR 63
420960 exoénl-intronl 14
420961 intrén 1 16
420962 intrén 1 0
420963 intrén 1 0
420964 intrén 1 14
420965 intrén 1 23
420966 intrén 1 25
420967 intrén 1 12
420968 intron 1 0
420969 intrén 1 0
420970 intrén 2 25
420971 intrén 2 0
420972 intrén 2 25
420973 intrén 2 7
420974 intrén 2 28
420975 intrén 2 9
420976 intrén 2 21
420977 intrén 2 14
420978 intrén 2 37
420979 intrén 2 37
420980 intron 2-exén 3 16
420981 intrén 3 0
420982 intrén 3 28
420983 intron 3 0
420984 intrén 3 0
420985 intrén 3 0
420986 intrén 3 7
420987 intron 3 0
420988 intron 3 0
420989 intrén 3 0
420990 intrén 3 6
420991 intrén 3 15
420992 intron 3 0
420993 intron 3 0
420994 intrén 3 0
420995 intrén 3 10

Basandose en los resultados de inhibicion utilizando el nuevo juego de cebador y sonda RTS3029, se
seleccionaron para posteriores estudios los oligonucleétidos antisentido que presentaron una inhibicion del ARNm de

la transtiretina del 50% 0 mas.
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Ejemplo 2: Inhibicidon por antisentido de la transtiretina humana en células HepG2 por oligonucleétidos
disefiados mediante micro-paseo

Se disefiaron gapmers adicionales basandose en los gapmers presentados en la Tabla 3 que demostraron
una inhibicién de al menos un 50%. Estos gapmers se disefiaron creando gapmers ligeramente desplazados cadena
arriba y cadena abajo (es decir, "micro-paseo") con respecto a los gapmers originales de la Tabla 3. También se
crearon gapmers con diversos motivos, por ejemplo, motivos MOE 5-10-5, MOE 3-14-3, MOE 2-13-5 y MOE 4-11-5.
Estos gapmers se ensayaron in vitro. Se transfectaron células HepG2 cultivadas a una densidad de 10.000 células
por pocillo utilizando el reactivo lipofectina con 50 nM de oligonucleétido antisentido. Después de un periodo de
tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la
transtiretina mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el juego de cebador y sonda de ser humano
RTS3029 para medir los niveles de ARNm de la transtiretina. Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron
segun el contenido total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de la transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar. Los resultados se presentan en la Tabla 4.

Los oligonucleoétidos antisentido hibridos de la Tabla 4 se disefiaron como gapmers MOE 5-10-5, MOE 3-
14-3, MOE 2-13-5 o MOE 4-11-5. Los gapmers indicados con un asterisco (*) en la Tabla 4 son los gapmers
originales a partir de los cuales se disefiaron los gapmers, ISIS 425650-425763, mediante micro-paseo. Los
gapmers 5-10-5 tienen una longitud de 20 nucleétidos, en los que el segmento de separacion central estd compuesto
por diez 2'-desoxinucleétidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5’ y 3’) por alas que comprenden
cinco nucleétidos cada una. Los gapmers 3-14-3 tienen una longitud de 20 nucleétidos, en los que el segmento de
separacion central estad compuesto por catorce 2'-desoxinucleétidos y esta flanqueado en ambos lados (en las
direcciones 5’ y 3) por alas que comprenden tres nucleétidos cada una. Los gapmers 2-13-5 tienen una longitud de
20 nucledtidos, en los que el segmento de separacion central esta compuesto por trece 2'-desoxinucleétidos y esta
flanqueado en las direcciones 5’ y 3’ con alas que comprenden dos y cinco nucleétidos respectivamente. Los
gapmers 4-11-5 tienen una longitud de 20 nucleétidos, en los que el segmento de separacion central estd compuesto
por once 2'-desoxinucleétidos y esta flanqueado en las direcciones 5’ y 3’ con alas que comprenden cuatro y cinco
nucleétidos respectivamente. Para cada uno de los motivos (5-10-5, 3-14-3, 2-13-5 y 4-11-5), cada nucledtido del
segmento de ala 5 y cada nucleétido del segmento de ala 3' tiene una modificacion 2’-MOE. Los enlaces
internucleosidicos a lo largo de cada gapmer son enlaces fosforotioato (P=S). Todos los residuos de citidina a lo
largo de cada gapmer son 5-metilcitidinas. "Sitio de inicio diana" indica el nucleétido mas cercano al extremo 5’ al
gue se dirige el gapmer. "Sitio de parada diana" indica el nucleétido mas cercano al extremo 3’ al que se dirige el
gapmer. Cada gapmer que aparece en la Tabla 4 se dirige a la regién diana que abarca las bases nitrogenadas 481-
619 de la SEQ ID NO: 1 (n° de registro del GENBANK NM_000371.2).

Como se muestra en la Tabla 4, varios de los gapmers presentaron una inhibiciéon de al menos un 50%,
incluidos los nimeros ISIS: 304296, 425655, 425695, 425735, 425649, 425656, 425696, 425736, 420912, 425657,
425697, 425737, 420913, 425658, 425698, 425738, 420914, 425659, 425699, 425739, 304299, 425660, 425700,
425740,420915,420916,425662,425702,420919,425703,420920,425664,425704,425742,420921, 425665, 425705,
425743, 420922, 425666, 425706, 420923, 420937, 420944, 425669, 425709, 425746, 425710, 425711, 425747,
420948, 425712, 425748, 425673, 425713, 425749, 425651, 425675, 425715, 425751, 304309, 425676, 425716,
425752, 420949, 425677, 425717, 425753, 420950, 425678, 425718, 425754, 420951, 425679, 425719, 425755,
420952, 425680, 425720, 425756, 420953, 425681, 425721, 425757, 420954, 425722, 425758, 420955, 425759,
425724, 425760, 425762, 304310, 425729, 425764, 425653, 425690, 425730, 425765, 304311, 425691, 425731;
425766, 304312, 425692, 425732, 425767, 425654, 425693, 425733, 425768, 304313, 425734 y 425769.

Varios de los gapmers presentaron una inhibicion de al menos un 60%, incluidos los numeros ISIS: 304296,
425655, 425695, 425735, 425649, 425656, 425696, 425736, 420912, 425657, 425697, 425737, 420913, 425658,
425698, 425738, 420914, 425659, 425739, 304299, 425740, 420915, 425702, 420919, 420920, 425742, 420921,
425665, 425705, 425706, 420923, 425746, 42571 |, 425747, 420948, 425712, 425748, 425651, 425715, 425751,
304309, 425716, 425752, 425677, 425717, 425753, 420950, 425718, 425754, 420951, 425679, 425719, 425755,
420952, 425680, 425720, 420953, 425681, 425721, 425757, 420954, 425722, 425758, 420955, 425724, 425760,
425764, 425653, 425690, 425730, 425765, 304311, 425691, 425731, 425766, 304312, 425692, 425732, 425767,
425654, 425693, 425733, 304313 y 425769.

Varios de los gapmers presentaron una inhibicion de al menos un 70%, incluidos los numeros ISIS: 304296,
425655, 425695, 425735, 425649, 425656, 425696, 425736, 420912, 425657, 425737, 420913, 425738, 420914,
425659, 304299, 420915, 420920, 425742, 425712, 425748, 425716, 425754, 420951, 425679, 425719, 425755,
425680, 425721, 425757, 425760, 425653, 425690, 425730, 425765, 304311, 425691, 425731, 425766, 304312,
425767, 425693 y 304313.

Varios de los gapmers presentaron una inhibicion de al menos un 80%, incluidos los numeros ISIS: 304296,
425655, 425695, 425736, 420913, 425659, 304299, 420915, 425716, 425754, 425719, 425757, 425765 y 425767.

Varios de los gapmers presentaron una inhibicion de al menos un 85%, incluidos los numeros ISIS: 420913,
425716, 425754 y 425719.
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Un gapmer, ISIS 425719, present6 una inhibicion del 90%.

Tabla 4

Inhibicién de los niveles de ARNm de la transtiretina humana por oligonucleétidos antisentido hibridos
dirigidos a la SEQ ID NO: 1 (n° de registro del GENBANK NM _000371.2)

. Sitio de | Sitio de - . % de SEQID
OligolD inicio parada Secuencia Motivo inhibicién NQO
*304296 481 500 GTCCTTCAGGTCCACTGGAG 5-10-5 83 22
425655 481 500 GTCCTTCAGGTCCACTGGAG 3-14-3 80 22
425695 481 500 GTCCTTCAGGTCCACTGGAG 2-13-5 80 22
425735 481 500 GTCCTTCAGGTCCACTGGAG 4-11-5 72 22
425649 482 501 CGTCCTTCAGGTCCACTGGA 5-10-5 75 170
425656 482 501 CGTCCTTCAGGTCCACTGGA 3-14-3 78 170
425696 482 501 CGTCCTTCAGGTCCACTGGA 2-13-5 74 170
425736 482 501 CGTCCTTCAGGTCCACTGGA | 4-11-5 83 170
*420912 504 523 GGTTACATGAAATCCCATCC 5-10-5 73 77
425657 504 523 GGTTACATGAAATCCCATCC 3-14-3 76 77
425697 504 523 GGTTACATGAAATCCCATCC 2-13-5 69 77
425737 504 523 GGTTACATGAAATCCCATCC 4-11-5 78 77
*420913 505 524 TGGTTACATGAAATCCCATC 5-10-5 89 78
425658 505 524 TGGTTACATGAAATCCCATC 3-14-3 69 78
425698 505 524 TGGTTACATGAAATCCCATC 2-13-5 61 78
425738 505 524 TGGTTACATGAAATCCCATC 4-11-5 78 78
*420914 506 525 TTGGTTACATGAAATCCCAT 5-10-5 70 79
425659 506 525 TTGGTTACATGAAATCCCAT 3-14-3 83 79
425699 506 525 TTGGTTACATGAAATCCCAT 2-13-5 56 79
425739 506 525 TTGGTTACATGAAATCCCAT 4-11-5 69 79
*304299 507 526 CTTGGTTACATGAAATCCCA 5-10-5 83 25
425660 507 526 CTTGGTTACATGAAATCCCA 3-14-3 59 25
425700 507 526 CTTGGTTACATGAAATCCCA 2-13-5 52 25
425740 507 526 CTTGGTTACATGAAATCCCA 4-11-5 69 25
*420915 508 527 TCTTGGTTACATGAAATCCC 5-10-5 81 80
425661 508 527 TCTTGGTTACATGAAATCCC 3-14-3 48 80
425701 508 527 TCTTGGTTACATGAAATCCC 2-13-5 41 80
425741 508 527 TCTTGGTTACATGAAATCCC 4-11-5 37 80
*420916 509 528 CTCTTGGTTACATGAAATCC 5-10-5 52 81
425662 509 528 CTCTTGGTTACATGAAATCC 3-14-3 57 81
425702 509 528 CTCTTGGTTACATGAAATCC 2-13-5 63 81
*420919 512 531 ATACTCTTGGTTACATGAAA 5-10-5 69 84
425663 512 531 ATACTCTTGGTTACATGAAA 3-14-3 46 84
425703 512 531 ATACTCTTGGTTACATGAAA 2-13-5 52 84
*420920 514 533 GAATACTCTTGGTTACATGA 5-10-5 71 85
425664 514 533 GAATACTCTTGGTTACATGA 3-14-3 57 85
425704 514 533 GAATACTCTTGGTTACATGA 2-13-5 58 85
425742 514 533 GAATACTCTTGGTTACATGA 4-11-5 71 85
*420921 515 534 GGAATACTCTTGGTTACATG 5-10-5 68 86
425665 515 534 GGAATACTCTTGGTTACATG 3-14-3 65 86
425705 515 534 GGAATACTCTTGGTTACATG 2-13-5 60 86
425743 515 534 GGAATACTCTTGGTTACATG 4-11-5 56 86
*420922 516 535 TGGAATACTCTTGGTTACAT 5-10-5 54 87
425666 516 535 TGGAATACTCTTGGTTACAT 3-14-3 56 87
425706 516 535 TGGAATACTCTTGGTTACAT 2-13-5 64 87
425744 516 535 TGGAATACTCTTGGTTACAT 4-11-5 39 87
*420923 517 536 ATGGAATACTCTTGGTTACA 5-10-5 62 88
425667 517 536 ATGGAATACTCTTGGTTACA 3-14-3 44 88
425707 517 536 ATGGAATACTCTTGGTTACA 2-13-5 30 88
*420937 533 552 CACTGCTTTAGTAAAAATGG 5-10-5 59 102
425668 533 552 CACTGCTTTAGTAAAAATGG 3-14-3 37 102
425708 533 552 CACTGCTTTAGTAAAAATGG 2-13-5 32 102
425745 533 552 CACTGCTTTAGTAAAAATGG 4-11-5 43 102
*420944 541 560 GGTGAAAACACTGCTTTAGT 5-10-5 52 109
425669 541 560 GGTGAAAACACTGCTTTAGT 3-14-3 54 109
425709 541 560 GGTGAAAACACTGCTTTAGT 2-13-5 54 109
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425746 541 560 GGTGAAAACACTGCTTTAGT 4-11-5 60 109
*420945 542 561 AGGTGAAAACACTGCTTTAG 5-10-5 38 110
425670 542 561 AGGTGAAAACACTGCTTTAG 3-14-3 38 110
425710 542 561 AGGTGAAAACACTGCTTTAG 2-13-5 52 110
*420947 544 563 TGAGGTGAAAACACTGCTTT 5-10-5 34 112
425671 544 563 TGAGGTGAAAACACTGCTTT 3-14-3 27 112
425711 544 563 TGAGGTGAAAACACTGCTTT 2-13-5 68 112
425747 544 563 TGAGGTGAAAACACTGCTTT 4-11-5 61 112
*420948 545 564 ATGAGGTGAAAACACTGCTT 5-10-5 66 113
425672 545 564 ATGAGGTGAAAACACTGCTT 3-14-3 47 113
425712 545 564 ATGAGGTGAAAACACTGCTT 2-13-5 70 113
425748 545 564 ATGAGGTGAAAACACTGCTT 4-11-5 71 113
*304304 546 565 TATGAGGTGAAAACACTGCT 5-10-5 46 30

425673 546 565 TATGAGGTGAAAACACTGCT 3-14-3 51 30

425713 546 565 TATGAGGTGAAAACACTGCT 2-13-5 50 30

425749 546 565 TATGAGGTGAAAACACTGCT 4-11-5 58 30

425650 547 566 ATATGAGGTGAAAACACTGC 5-10-5 28 171
425674 547 566 ATATGAGGTGAAAACACTGC 3-14-3 40 171
425714 547 566 ATATGAGGTGAAAACACTGC 2-13-5 44 171
425750 547 566 ATATGAGGTGAAAACACTGC 4-11-5 47 171
425651 577 596 TATTGTCTCTGCCTGGACTT 5-10-5 65 172
425675 577 596 TATTGTCTCTGCCTGGACTT 3-14-3 55 172
425715 577 596 TATTGTCTCTGCCTGGACTT 2-13-5 65 172
425751 577 596 TATTGTCTCTGCCTGGACTT 4-11-5 62 172
*304309 578 597 TTATTGTCTCTGCCTGGACT 5-10-5 66 33

425676 578 597 TTATTGTCTCTGCCTGGACT 3-14-3 59 33

425716 578 597 TTATTGTCTCTGCCTGGACT 2-13-5 87 33

425752 578 597 TTATTGTCTCTGCCTGGACT 4-11-5 67 33

*420949 579 598 TTTATTGTCTCTGCCTGGAC 5-10-5 57 114
425677 579 598 TTTATTGTCTCTGCCTGGAC 3-14-3 67 114
425717 579 598 TTTATTGTCTCTGCCTGGAC 2-13-5 68 114
425753 579 598 TTTATTGTCTCTGCCTGGAC 4-11-5 69 114
*420950 580 599 TTTTATTGTCTCTGCCTGGA 5-10-5 61 115
425678 580 599 TTTTATTGTCTCTGCCTGGA 3-14-3 59 115
425718 580 599 TTTTATTGTCTCTGCCTGGA 2-13-5 69 115
425754 580 599 TTTTATTGTCTCTGCCTGGA 4-11-5 86 115
*420951 581 600 GTTTTATTGTCTCTGCCTGG 5-10-5 78 116
425679 581 600 GTTTTATTGTCTCTGCCTGG 3-14-3 73 116
425719 581 600 GTTTTATTGTCTCTGCCTGG 2-13-5 90 116
425755 581 600 GTTTTATTGTCTCTGCCTGG 4-11-5 73 116
*420952 582 601 TGTTTTATTGTCTCTGCCTG 5-10-5 61 117
425680 582 601 TGTTTTATTGTCTCTGCCTG 3-14-3 77 117
425720 582 601 TGTTTTATTGTCTCTGCCTG 2-13-5 67 117
425756 582 601 TGTTTTATTGTCTCTGCCTG 4-11-5 57 117
*420953 583 602 ATGTTTTATTGTCTCTGCCT 5-10-5 65 118
425681 583 602 ATGTTTTATTGTCTCTGCCT 3-14-3 61 118
425721 583 602 ATGTTTTATTGTCTCTGCCT 2-13-5 77 118
425757 583 602 ATGTTTTATTGTCTCTGCCT 4-11-5 83 118
*420954 584 603 AATGTTTTATTGTCTCTGCC 5-10-5 63 119
425682 584 603 AATGTTTTATTGTCTCTGCC 3-14-3 42 119
425722 584 603 AATGTTTTATTGTCTCTGCC 2-13-5 69 119
425758 584 603 AATGTTTTATTGTCTCTGCC 4-11-5 61 119
*420955 585 604 GAATGTTTTATTGTCTCTGC 5-10-5 65 120
425683 585 604 GAATGTTTTATTGTCTCTGC 3-14-3 30 120
425723 585 604 GAATGTTTTATTGTCTCTGC 2-13-5 44 120
425759 585 604 GAATGTTTTATTGTCTCTGC 4-11-5 50 120
*420956 586 605 GGAATGTTTTATTGTCTCTG 5-10-5 47 121
425684 586 605 GGAATGTTTTATTGTCTCTG 3-14-3 44 121
425724 586 605 GGAATGTTTTATTGTCTCTG 2-13-5 65 121
*420957 587 606 AGGAATGTTTTATTGTCTCT 5-10-5 37 122
425685 587 606 AGGAATGTTTTATTGTCTCT 3-14-3 46 122
425725 587 606 AGGAATGTTTTATTGTCTCT 2-13-5 43 122
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425760 587 606 AGGAATGTTTTATTGTCTCT 4-11-5 78 122
*420958 588 607 CAGGAATGTTTTATTGTCTC 5-10-5 41 123
425686 588 607 CAGGAATGTTTTATTGTCTC 3-14-3 6 123
425726 588 607 CAGGAATGTTTTATTGTCTC 2-13-5 41 123
425761 588 607 CAGGAATGTTTTATTGTCTC 4-11-5 39 123
*420959 589 608 ACAGGAATGTTTTATTGTCT 5-10-5 43 124
425687 589 608 ACAGGAATGTTTTATTGTCT 3-14-3 22 124
425727 589 608 ACAGGAATGTTTTATTGTCT 2-13-5 25 124
425762 589 608 ACAGGAATGTTTTATTGTCT 4-11-5 57 124
425652 590 609 CACAGGAATGTTTTATTGTC 5-10-5 23 173
425688 590 609 CACAGGAATGTTTTATTGTC 3-14-3 11 173
425728 590 609 CACAGGAATGTTTTATTGTC 2-13-5 37 173
425763 590 609 CACAGGAATGTTTTATTGTC 4-11-5 38 173
304310 595 614 CCTTTCACAGGAATGTTTTA 5-10-5 57 174
425689 595 614 CCTTTCACAGGAATGTTTTA 3-14-3 38 174
425729 595 614 CCTTTCACAGGAATGTTTTA 2-13-5 58 174
425764 595 614 CCTTTCACAGGAATGTTTTA 4-11-5 60 174
425653 596 615 GCCTTTCACAGGAATGTTTT 5-10-5 79 175
425690 596 615 GCCTTTCACAGGAATGTTTT 3-14-3 73 175
425730 596 615 GCCTTTCACAGGAATGTTTT 2-13-5 76 175
425765 596 615 GCCTTTCACAGGAATGTTTT 4-11-5 83 175
*304311 597 616 TGCCTTTCACAGGAATGTTT 5-10-5 71 34

425691 597 616 TGCCTTTCACAGGAATGTTT 3-14-3 74 34

425731 597 616 TGCCTTTCACAGGAATGTTT 2-13-5 73 34

425766 597 616 TGCCTTTCACAGGAATGTTT 4-11-5 79 34

*304312 598 617 GTGCCTTTCACAGGAATGTT 5-10-5 71 35

425692 598 617 GTGCCTTTCACAGGAATGTT 3-14-3 69 35

425732 598 617 GTGCCTTTCACAGGAATGTT 2-13-5 67 35

425767 598 617 GTGCCTTTCACAGGAATGTT 4-11-5 83 35

425654 599 618 AGTGCCTTTCACAGGAATGT 5-10-5 64 176
425693 599 618 AGTGCCTTTCACAGGAATGT 3-14-3 79 176
425733 599 618 AGTGCCTTTCACAGGAATGT 2-13-5 68 176
425768 599 618 AGTGCCTTTCACAGGAATGT 4-11-5 50 176
304313 600 619 AAGTGCCTTTCACAGGAATG 5-10-5 73 177
425694 600 619 AAGTGCCTTTCACAGGAATG 3-14-3 45 177
425734 600 619 AAGTGCCTTTCACAGGAATG 2-13-5 55 177
425769 600 619 AAGTGCCTTTCACAGGAATG 4-11-5 62 177

Ejemplo 3: inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en células HepG2

Los gapmers del Ejemplo 2 que presentaron una inhibicién de la transtiretina humana in vitro significativa se
ensayaron a diversas dosis en células HepG2. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por
pocillo y se transfectaron mediante electroporacién con concentraciones 625 nM, 1.250 nM, 2.500 nM, 5.000 nM y
10.000 nM de oligonucledtido antisentido, tal como se especifica en la Tabla 5. Después de un periodo de
tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la
transtiretina mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el juego de cebador y sonda para la transtiretina
humana RTS3029 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el
contenido total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicién de la transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar.

En la Tabla 5 también se presenta la mitad de la concentracién inhibitoria maxima (Clso) de cada
oligonucledtido y se calcul6 representando graficamente las concentraciones de oligonucleotidos utilizados frente al
porcentaje de inhibicidn de la expresion del ARNm de la transtiretina alcanzado a cada concentracion, y registrando
la concentracién de oligonucleétido a la que se alcanzaba una inhibiciéon del 50% de la expresién del ARNm de la
transtiretina en comparacioén con el testigo. Tal como se ilustra en la Tabla 5, los niveles de ARNm de la transtiretina
se redujeron significativamente de manera dependiente de la dosis en las células tratadas con oligonucleétidos
antisentido.
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Tabla 5
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en células HepG2
mediante electroporacién

ISIS NO 625 nM 1.250 nM 2.500 nM 5.000 nM 10.000 nM Clso (M)
304296 57 74 83 91 96 <0,625
304299 43 76 82 95 94 0,627
420913 59 75 90 88 98 <0,625
420915 60 85 91 95 99 <0,625
420951 64 77 920 97 99 <0,625
425653 70 86 86 88 82 <0,625
425655 48 80 85 97 96 <0,625
425656 70 89 92 92 96 <0,625
425659 46 56 68 82 93 0,8
425679 63 77 72 94 97 <0,625
425680 28 79 85 93 98 0,8
425693 2 64 74 76 81 1,7
425695 74 87 91 97 98 <0,625
425716 69 84 95 97 98 <0,625
425719 58 84 92 96 98 <0,625
425721 40 75 89 95 98 0,7
425736 64 71 86 93 93 <0,625
425737 78 93 95 97 98 <0,625
425738 40 77 88 94 95 0,7
425754 56 75 87 96 99 <0,625
425755 58 84 88 94 97 <0,625
425757 62 82 94 97 99 <0,625
425760 58 42 74 85 93 <0,625
425765 81 86 87 83 88 <0,625
425766 83 89 81 75 74 <0,625
425767 56 75 83 81 80 <0,625

También se ensayaron los gapmers del Ejemplo 2 a diversas dosis en células HepG2 utilizando el reactivo
de transfeccién, lipofectina. Las células se sembraron a una densidad de 10.000 células por pocillo y se
transfectaron mediante electroporacion con concentraciones 6,25nM, 12,5nM, 25nM, 50 nM y 100 nM de
oligonucledtido antisentido, tal como se especifica en la Tabla 6. Después de un periodo de tratamiento de
aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la transtiretina
mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el juego de cebador y sonda para la transtiretina humana
RTS3029 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el contenido
total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la
transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar. Tal como se ilustra en la Tabla 6, los niveles de ARNm de la
transtiretina se redujeron significativamente de manera dependiente de la dosis en las células tratadas con
oligonucledtidos antisentido.

Tabla 6
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en células HepG2
utilizando el reactivo lipofectina
ISIS NO 6,25 nM 12,5 nM 25 nM 50 nM 100 nM Clso (nM)
304296 26 41 43 52 65 39
304299 22 70 43 74 83 20
420913 4 60 60 68 82 30
420915 36 31 46 64 67 28
420951 10 37 56 85 84 19
425653 25 38 60 74 77 18
425655 27 15 62 79 81 16
425656 37 62 47 69 82 15
425659 17 35 33 79 73 30
425679 32 6 63 79 77 14
425680 16 48 41 84 84 28
425693 10 19 51 66 61 26
425695 36 23 54 76 84 28
425716 57 52 36 85 81 38
425719 25 39 28 60 76 45
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425721 0 22 38 73 75 32
425736 25 60 30 77 80 22
425737 36 52 50 60 76 14
425738 13 15 19 65 70 27
425754 8 18 38 75 71 42
425755 26 46 54 77 86 20
425757 0 37 81 83 71 19
425760 28 46 72 70 80 18
425765 0 52 48 66 69 29
425766 24 19 48 69 71 29
425767 41 49 48 65 75 14

Ejemplo 4: inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en células HepG2

Se ensayaron los gapmers seleccionados del Ejemplo 3 a diversas dosis en células HepG2. Las células se
sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron mediante electroporacion con
concentraciones 0,0617 uM, 0,1852 uM, 0,5556 uM, 1,6667 uM y 5 uM de oligonucleétido antisentido, tal como se
especifica en la Tabla 7. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislo el ARN de
las células y se midieron los niveles de ARNm de la transtiretina mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizd
el juego de cebador y sonda para la transtiretina humana RTS3029 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de
ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el contenido total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar.
Tal como se ilustra en la Tabla 7, los niveles de ARNm de la transtiretina se redujeron de manera dependiente de la
dosis en las células tratadas con oligonucleétidos antisentido.

Tabla 7
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en células HepG2
mediante electroporacion

ISISNO | 0,0617uM | 0,1852puM | 0,5556 uM | 1,6667uM | 5uM | Clso (LM)
304296 0 6 44 58 83 1,2
304299 38 10 57 83 92 0,6
420913 51 51 54 73 93 0,2
420915 33 35 62 65 93 0,2
420951 40 33 36 82 96 0,4
425653 55 58 74 72 84 <0,06
425655 8 35 54 57 90 0,5
425656 12 43 43 78 94 0,4
425659 14 35 19 46 82 0,6
425679 30 13 23 69 91 0,8
425680 0 35 45 74 84 0,7
425693 0 6 14 32 59 34
425695 15 47 61 81 91 0,3
425716 20 17 53 77 91 0,6
425719 0 14 45 78 94 0,8
425721 0 0 22 74 84 0,9
425736 42 43 56 76 91 0,3
425737 21 29 61 81 97 0,3
425738 14 39 57 74 93 0,4
425754 29 34 45 78 94 0,4
425755 8 21 57 78 95 0,5
425757 29 28 62 83 95 0,4
425760 3 6 9 56 77 14
425765 24 51 75 77 88 0,3
425766 7 41 59 73 77 0,3
425767 1 18 49 66 79 1,0

Ejemplo 5: confirmacion de respuesta a la dosis de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a la
transtiretina humana en células Hep3B

Los gapmers del Ejemplo 4 que presentaron una inhibicién de la transtiretina humana in vitro significativa se
ensayaron a diversas dosis en células Hep3B. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 625 689 T3

pocillo y se transfectaron mediante electroporacién con concentraciones 0,0206 uM, 0,062 uM, 0,185 uM, 0,556 uM,
1,667 uM y 5 uM de oligonucledtido antisentido, tal como se especifica en la Tabla 8. Después de un periodo de
tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la
transtiretina mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el juego de cebador y sonda para la transtiretina
humana RTS1396 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el
contenido total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de la transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar. Tal como se ilustra en la Tabla 8, los niveles
de ARNm de la transtiretina se redujeron de manera dependiente de la dosis en las células tratadas con
oligonucleétidos antisentido. En la Tabla 8 también se presenta la Clso de cada oligonucleétido.

Tabla 8
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en células Hep3B
mediante electroporacién
ISISNO | 0,0206 pM | 0,062 uM | 0,185 puM | 0,556 uM | 1,667 uM | 5 uM | Clso (UM)
304299 27 2 25 52 76 96 0,5
420915 0 12 27 30 69 93 0,8
425653 23 13 55 86 88 91 0,1
425655 3 30 32 62 84 94 0,3
425656 0 0 29 66 82 95 0,5
425679 0 21 36 71 92 97 0,3
425695 37 23 63 79 94 98 0,1
425736 31 43 40 64 82 95 0,1
425737 0 13 62 82 95 98 0,2
425755 17 8 18 69 86 98 0,4
425757 22 47 53 79 96 98 0,2

Ejemplo 6: confirmacién de respuesta a la dosis de los oligonucledtidos antisentido dirigidos a la
transtiretina humana en hepatocitos primarios de ratén transgénico para la transtiretina humana

También se ensayaron los gapmers del Ejemplo 5 a diversas dosis en hepatocitos primarios de ratones
transgénicos para la transtiretina humana. También se ensayaron de nuevo ISIS 304309, ISIS 304311, ISIS 304312
e ISIS 420951 (véase el Ejemplo 2) junto con estos gapmers en las mismas condiciones de cultivo. Las células se
sembraron a una densidad de 10.000 células por pocillo y se transfectaron utilizando citofectina con concentraciones
18,75 nM, 37,5 nM, 75 nM, 150 nM y 300 nM de oligonucledtido antisentido, tal como se especifica en la Tabla 9.
Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron
los niveles de ARNm de la transtiretina mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizo el juego de cebador y
sonda para la transtiretina humana RTS1396 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de la
transtiretina se ajustaron segun el contenido total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicién de la transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar. Tal como se
ilustra en la Tabla 9, los niveles de ARNm de la transtiretina se redujeron de manera dependiente de la dosis en las
células tratadas con oligonucleétidos antisentido.

Tabla 9
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en hepatocitos primarios
de ratén utilizando citofectina
ISIS NO 18,75 nM 37,5nM 75 nM 150 nM 300 nM Motivo
304299 54 79 97 98 99 5-10-5
304309 48 77 94 99 99 5-10-5
304311 45 79 92 96 98 5-10-5
304312 33 71 89 96 98 5-10-5
420915 40 70 92 98 99 5-10-5
420951 41 86 96 98 99 5-10-5
425653 44 81 93 96 99 5-10-5
425655 61 88 96 99 99 3-14-3
425656 61 84 94 98 99 3-14-3
425679 74 78 97 98 99 3-14-3
425695 66 84 96 98 99 2-13-5
425736 58 84 95 98 99 4-11-5
425737 57 77 95 98 99 4-11-5
425755 61 82 96 99 99 4-11-5
425757 37 77 93 98 98 4-11-5
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Ejemplo 7: confirmacion de respuesta a la dosis de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a la
transtiretina humana en células HepG2

Se ensayaron los gapmers del Ejemplo 6 a diversas dosis en células HepG2. Las células se sembraron a
una densidad de 10.000 células por pocillo y se transfectaron mediante electroporacién con concentraciones
0,062 pM, 0,185 pM, 0,556 pM, 1,66 uM y 5,000 uM de oligonucledtido antisentido, tal como se especifica en la
Tabla 10. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se
midieron los niveles de ARNm de la transtiretina mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el juego de
cebador y sonda para la transtiretina humana RTS1396 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de la
transtiretina se ajustaron segun el contenido total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicion de la transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar. Tal como se
ilustra en la Tabla 10, los niveles de ARNm de la transtiretina se redujeron de manera dependiente de la dosis en las
células tratadas con oligonucleoétidos antisentido.

Tabla 10
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en células HepG2
mediante electroporacion
ISISNO | 0,062 pyM | 0,185 uM | 0,556 pM | 1,667 uM | 5,000 puM | Clso (M) | Motivo
304299 55 66 72 87 96 0,037 5-10-5
304309 41 65 72 91 96 0,087 5-10-5
304311 57 83 88 89 83 0,001 5-10-5
304312 46 69 74 84 81 0,038 5-10-5
420915 38 62 80 90 98 0,096 5-10-5
420951 45 71 84 93 97 0,049 5-10-5
425653 48 73 87 88 82 0,017 5-10-5
425655 40 57 77 85 95 0,105 3-14-3
425656 28 54 70 94 97 0,177 3-14-3
425679 43 51 81 95 99 0,106 3-14-3
425695 49 67 90 96 99 0,043 2-13-5
425736 32 63 85 95 98 0,108 4-11-5
425737 42 71 90 98 99 0,053 4-11-5
425755 24 63 85 95 99 0,137 4-11-5
425757 21 62 86 96 99 0,148 4-11-5

Ejemplo 8: confirmacién de respuesta a la dosis de los oligonucledtidos antisentido dirigidos a la
transtiretina humana en hepatocitos primarios de ratén transgénico para la transtiretina humana

También se ensayaron los gapmers del Ejemplo 6 a diversas dosis en hepatocitos primarios de ratones
transgénicos para la transtiretina humana. Las células se sembraron a una densidad de 10.000 células por pocillo y
se transfectaron utilizando citofectina con concentraciones 5 nM, 10 nM, 20 nM, 40 nM y 80 nM de oligonucleétido
antisentido, tal como se especifica en la Tabla 11. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16
horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la transtiretina mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el juego de cebador y sonda para la transtiretina humana RTS3029 para medir
los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el contenido total de ARN, medido
mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la transtiretina, con
respecto a las células testigo sin tratar. Tal como se ilustra en la Tabla 11, los niveles de ARNm de la transtiretina se
redujeron de manera dependiente de la dosis en las células tratadas con oligonucleétidos antisentido.

Tabla 11
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en hepatocitos primarios
de ratén utilizando citofectina
ISIS NO 5nM 10 nM 10 nM 40 nM 80 nM Motivo
304299 0 8 37 69 90 5-10-5
304309 0 9 39 75 93 5-10-5
304311 1 13 43 70 81 5-10-5
304312 0 3 32 64 76 5-10-5
420915 0 0 34 59 87 5-10-5
420951 0 12 57 84 92 5-10-5
425653 0 9 44 72 84 5-10-5
425655 0 19 45 80 91 3-14-3
425656 0 2 33 70 93 3-14-3
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425679 0 13 42 72 90 3-14-3
425695 3 12 33 70 90 2-13-5
425736 2 7 37 70 89 4-11-5
425737 0 4 36 65 89 4-11-5
425755 0 25 50 75 94 4-11-5
425757 0 5 43 72 92 4-11-5

También se ensayaron los gapmers utilizando la electroporacién como agente de transfeccion. Las células
se sembraron a una densidad de 35.000 células por pocillo y se transfectaron mediante electroporacion con
concentraciones 148,148 nM, 444,444 nM, 1.333,333 nM, 4.000 nM y 12.000 nM de oligonucleétido antisentido, tal
como se especifica en la Tabla 12. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el
ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la transtiretina mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
Se utilizé el juego de cebador y sonda para la transtiretina humana RTS3029 para medir los niveles de ARNm. Los
niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el contenido total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®.
Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicién de la transtiretina, con respecto a las células testigo sin
tratar.

Tabla 12
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en hepatocitos primarios
de raton mediante electroporacién
ISIS NO 148,148 nM 444,444 nM 1.333,333 nM 4.000 nM 12.000 nM Motivo
304299 75 96 98 98 99 5-10-5
304309 72 96 98 98 98 5-10-5
304311 68 92 93 94 97 5-10-5
304312 50 84 92 93 97 5-10-5
420915 55 89 96 96 97 5-10-5
420951 65 92 95 96 98 5-10-5
425653 68 89 91 93 95 5-10-5
425655 63 94 96 96 96 3-14-3
425656 69 93 98 98 98 3-14-3
425679 63 92 97 98 98 3-14-3
425695 69 92 96 96 95 2-13-5
425736 75 93 96 96 96 4-11-5
425737 71 94 96 96 95 4-11-5
425755 70 93 95 95 95 4-11-5
425757 61 91 95 95 95 4-11-5

Ejemplo 9: confirmacion de respuesta a la dosis de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a la
transtiretina humana en hepatocitos primarios de mono Cynomolgus

También se ensayaron los gapmers del Ejemplo 6 a diversas dosis en hepatocitos primarios de monos
Cynomolgus. Las células se sembraron a una densidad de 35.000 células por pocillo y se transfectaron mediante
electroporacion con concentraciones 1.250 nM, 2.500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM y 20.000 nM de oligonucledétido
antisentido, tal como se especifica en la Tabla 13. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16
horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la transtiretina mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el juego de cebador y sonda para la transtiretina humana RTS1396 para medir
los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el contenido total de ARN, medido
mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la transtiretina, con
respecto a las células testigo sin tratar. Tal como se ilustra en la Tabla 13, los niveles de ARNm de la transtiretina se
redujeron de manera dependiente de la dosis en los hepatocitos tratados con los oligonucleoétidos ISIS.

En ausencia de una secuencia génica completa de mono Cynomolgus en la base de datos del NCBI, los
oligonucledtidos se ensayaron para determinar la reactividad cruzada frente a la secuencia del gen de mono rhesus,
ya que las dos especies son del mismo género, "Macaca”. Los oligonucleétidos humanos presentan reactividad
cruzada con el gen de la transtiretina de mono rhesus, indicado en el presente documento como SEQ ID NO: 4
(exones 1-4 extraidos del n° de registro del GENBANK NW_001105671.1). “Desapareamientos” indica el nimero de
desapareamientos entre el oligonucleétido humano y el gen de la transtiretina de mono rhesus. “N/a” indica que el
oligonucledtido humano tiene mas de 3 desapareamientos con el gen de la transtiretina de mono rhesus y, por lo
tanto, no presenta reactividad cruzada con él.
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Tabla 13
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en hepatocitos primarios de
mono rhesus mediante electroporacién
Sitio de Sitio de
1SIS NO 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 2.0000 | Clso .inicio parada Desgpa-
nM nM nM nM nM (UM) diana de diana de reamientos
mono rhesus | mono rhesus
304299 21 45 69 80 95 3,1 504 523 0
304309 53 66 79 85 93 <1,25 575 594 0
304311 75 78 82 86 90 <1,25 594 613 0
304312 37 53 65 75 80 2,3 595 614 0
420915 59 54 77 87 94 <1,25 505 524 0
420951 67 77 91 93 96 <1,25 578 597 0
425653 56 72 84 83 85 <1,25 593 612 0
425655 0 7 0 21 45 >20 478 497 2
425656 41 20 38 53 51 8,7 479 498 2
425679 68 74 88 94 98 <1,25 578 597 0
425695 42 29 41 49 65 25,8 478 497 2
425736 36 27 37 49 74 8,2 479 498 2
425737 76 78 89 95 97 <1,25 501 520 0
425755 79 80 92 94 97 <1,25 578 597 0
425757 68 74 88 95 96 <1,25 580 599 0

Ejemplo 10: inhibicién in vivo de la transtiretina humana en ratones transgénicos para la transtiretina
humana

Los gapmers del Ejemplo 6 que demostraron una inhibicién significativa del ARNm de la transtiretina se
ensayaron en ratones transgénicos que contenian el gen de la transtiretina humana y se evalué la eficacia de los
gapmers.

Tratamiento

A quince grupos de cuatro ratones hembra transgénicos para hTTR cada uno, se les administraron por via
subcutanea, dos veces a la semana, durante cuatro semanas, 25 mg/kg de ISIS 304299, ISIS 304309, ISIS 304311,
ISIS 304312, ISIS 420915, ISIS 420951, ISIS 425653, ISIS 425655, ISIS 425656, ISIS 425679, ISIS 425695, ISIS
425736, I1SIS 425737, ISIS 425755 o ISIS 425757. A otro grupo de cuatro ratones hembra transgénicos para hTTR
se le inocularon 25 mg/kg de oligonucleétido testigo ISIS 141923 (CCTTCCCTGAAGGTTCCTCC, indicado en el
presente documento como SEQ ID NO: 165) dos veces a la semana, durante cuatro semanas. A otro grupo de
cuatro ratones hembra transgénicos para hTTR se le inyectdé por via subcutdnea PBS, dos veces a la semana,
durante cuatro semanas. Los ratones a los que se inyecté PBS hicieron de grupo testigo. Se recogieron muestras de
sangre de todos los grupos las semanas 0, 1, 2, 3 y 4 para el andlisis del nivel plasmatico de transtiretina. Se
sacrifico a los ratones dos dias después de la Ultima dosis, y se recolectaron los higados para el analisis del ARNm
diana.

Andlisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis PCR en tiempo real de la transtiretina utilizando el
juego de cebador y sonda RTS3029. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicién de la transtiretina
humana, con respecto al testigo con PBS. Tal como se muestra en la Tabla 14, el tratamiento con los
oligonucleétidos antisentido I1SIS dio como resultado una reduccion significativa del ARNm de la transtiretina humana
en comparacion con el testigo con PBS. El tratamiento con el oligonucleétido testigo, ISIS 141923 no dio como
resultado una reduccion significativa de la transtiretina, como era de esperar.

Tabla 14
Inhibicién del ARNm de la transtiretina humana en el higado de ratones transgénicos para hTTR
en relacion con el testigo con PBS
ISIS NO % de inhibicién
304299 79
304309 83
304311 63
304312 64
420915 82
420951 92
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425653 66
425655 76
425656 76
425679 93
425695 82
425736 63
425737 76
425755 91
425757 91
141923 28

Andlisis de proteinas

Se midieron los niveles proteicos de transtiretina humana en el plasma de ratones transgénicos mediante
ELISA utilizando un anticuerpo policlonal contra la transtiretina (Abcam Ab37774) y un anticuerpo de deteccion de
oveja contra TTR marcado con peroxidasa de rabano picante (Abcam, n°® de cat. 35217). La reaccion coloreada se
desarrollé con el kit de sustrato TMB ImmunoPure® y se midié la absorbancia a 450 nm con un espectrofotometro
para placas de microtitulacion. Las muestras de plasma se tomaron predosis y los dias 7, 14 y 28. Los resultados se
presentan en la Tabla 15, expresados como porcentaje de inhibicion en comparacién con los niveles predosis, y
demuestran una reduccién dependiente del tiempo de los niveles de proteina con el tratamiento con los
oligonucledtidos ISIS.

Tabla 15
Inhibicién de la proteina transtiretina humana en el plasma de ratones transgénicos para hTTR
con respecto a los niveles predosis
PBS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS

304299 | 304309 | 420915 | 420951 | 425679 | 425695 | 425755 | 141923
Dia 7 0 50 63 71 92 99 69 57 3
Dia 14 3 76 78 90 98 100 80 72 3
Dia21 | 20 88 81 95 100 99 88 78 13
Dia28 | 13 89 83 98 100 100 91 79 8

Peso corporal y peso de los érganos

Los pesos corporales de los ratones se midieron predosis y al final del periodo de tratamiento. Los pesos
corporales se presentan en la Tabla 16 y se expresan como aumento porcentual frente al peso del testigo con PBS
anotado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, bazo y rifién se midieron al final del estudio, y
también se presentan en la Tabla 16 como un cambio porcentual frente a los pesos de los érganos respectivos del
testigo con PBS. Tal como se muestra en la Tabla 16, no hubo cambio significativo en los pesos corporales o de los
6rganos como resultado de un tratamiento con oligonucleétidos antisentido.

Tabla 16
Cambio porcentual de los pesos corporales y de los 6rganos de los ratones transgénicos después del
tratamiento con oligonucleétidos antisentido
Peso corporal Higado Bazo Rifidon

PBS 1,1 1,0 1,0 1,0
ISIS 304299 11 1,1 1,0 0,8
ISIS 304309 11 1,1 1,0 1,0
ISIS 304311 1,1 1,2 1,0 1,2
ISIS 304312 1,1 1,3 1,0 0,8
ISIS 420915 1,1 1,1 1,0 1,1
ISIS 420951 11 1,2 1,0 15
ISIS 425653 11 1,1 0,9 1,0
ISIS 425655 1,1 1,3 1,0 1,2
ISIS 425656 1,2 1,3 1,0 1,3
ISIS 425679 1,2 1,2 1,0 1,6
ISIS 425695 11 1,3 1,0 1,0
ISIS 425736 12 1,2 1,0 1,0
ISIS 425737 1,1 1,2 1,1 1,2
ISIS 425755 1,2 1,3 1,1 1,3
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ISIS 425757 11 1,9 1,0 15
ISIS 141923 11 11 1,0 0,8

Funcién hepética

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidbn hepatica, se midieron las
concentraciones plasmaticas de aminotransferasas con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y
AST (aspartato aminotransferasa) y los resultados se presentan en la Tabla 17, expresados en IU/l. También se
midieron los niveles plasmaticos de bilirrubina con el mismo analizador de quimica clinica; los resultados también se
presentan en la Tabla 17 y se expresan en mg/dl.

Tabla 17
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos
en el higado de ratones transgénicos
ALT (1U/l) AST (1U/l) Bilirrubina (mg/dl)

PBS 31 78 0,23
ISIS 304299 40 121 0,19
ISIS 304309 38 119 0,20
ISIS 304311 34 60 0,16
ISIS 304312 43 67 0,17
ISIS 420915 34 75 0,26
ISIS 420951 75 124 0,17
ISIS 425653 35 78 0,20
ISIS 425655 131 109 0,16
ISIS 425656 68 110 0,19
ISIS 425679 119 180 0,20
ISIS 425695 43 69 0,15
ISIS 425736 23 58 0,16
ISIS 425737 35 64 0,19
ISIS 425755 109 162 0,16
ISIS 425757 1904 937 0,24
ISIS 141923 31 76 0,19

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 18, expresados en mg/dl. Los datos indican
qgue la Inhibiciéon por antisentido de la transtiretina no tiene efecto sobre los niveles de BUN en estos ratones
transgénicos.

Tabla 18
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el BUN (mg/dl)
en el rifidén de ratones transgénicos
BUN (mg/dl)

PBS 26
ISIS 304299 24
ISIS 304309 29
ISIS 304311 28
ISIS 304312 26
ISIS 420915 25
ISIS 420951 25
ISIS 425653 24
ISIS 425655 28
ISIS 425656 25
ISIS 425679 26
ISIS 425695 28
ISIS 425736 25
ISIS 425737 23
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ISIS 425755 24
ISIS 425757 25
ISIS 141923 23

Ejemplo 11: tolerabilidad de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a la transtiretina humana en ratones
CD1

Los ratones CD1® (Charles River, MA) son un modelo polivalente de ratones, frecuentemente utilizado para
los ensayos de seguridad y eficacia. Se traté a los ratones con los oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados a
partir de los estudios descritos en el Ejemplo 10 y se evaluaron para determinar los cambios en los niveles de
diversos marcadores metabdlicos.

Tratamiento

Se inyectaron a grupos de ocho ratones CD1 cada uno, por via subcutanea dos veces a la semana,
50 mg/kg de ISIS 304299, ISIS 304309, ISIS 420915, ISIS 420951, ISIS 425655, ISIS 425656, ISIS 425679, ISIS
425695, ISIS 425736, ISIS 425737 e ISIS 425755. Se evaludé a cuatro ratones de cada grupo la semana 2 y la
semana 6 del periodo de tratamiento. Tres dias después de la Ultima dosis en cada instante de tiempo, se anotaron
los pesos corporales, se sacrifico a los ratones, y se recolectaron los 6rganos y el plasma para su posterior analisis.

Pesos corporales y de los érganos

Los pesos corporales de los ratones se midieron predosis y al final de cada periodo de tratamiento (dos
semanas y seis semanas). Los pesos corporales se presentan en las Tablas 19 y 20, y se expresan como aumento
porcentual frente al peso del testigo con PBS anotado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, bazo y
riidn se midieron al final del estudio, y también se presentan en las Tablas 19 y 20 como un cambio porcentual
frente a los pesos de los drganos respectivos del testigo con PBS.

Tabla 19
Cambio en los pesos corporales y de los érganos de los ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucleétidos antisentido (%) la semana 2
Peso corporal Higado Bazo Rifion

PBS 1,1 1,0 1,0 1,0
ISIS 304299 1,1 1,1 1,1 1,1
ISIS 304309 1,1 1,1 1,1 1,0
ISIS 420915 1,1 11 1,1 1,0
ISIS 420951 1,1 1,3 1,7 12
ISIS 425655 1,1 1,2 1,2 0,9
ISIS 425656 1,1 1,1 1,1 1,0
ISIS 425679 1,1 1,1 14 1,1
ISIS 425695 1,1 11 0,9 11
ISIS 425736 1,1 11 1,0 11
ISIS 425737 1,2 1,1 1,1 1,1
ISIS 425755 1,2 1,2 1,3 1,2

Tabla 20
Cambio en los pesos corporales y de los 6rganos de los ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucleétidos antisentido (%) la semana 6
Peso corporal Higado Bazo Rifién

PBS 1,2 1,0 1,0 1,0
ISIS 304299 1,3 12 14 1,0
ISIS 304309 1,3 1,3 2,0 1,0
ISIS 420915 1,3 1,1 15 0,9
ISIS 420951 1,3 1,3 2,0 1,1
ISIS 425655 14 1,3 1,7 0,9
ISIS 425656 1,3 1,3 1,1 1,0
ISIS 425679 1,3 1,4 2,3 12
ISIS 425695 1,3 1,4 15 1,0
ISIS 425736 1,3 1,1 1,2 0,9
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ISIS 425737

12

11

13

1,0

ISIS 425755

13

13

2,1

1,0

Funcién hepética

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidbn hepatica, se midieron las
concentraciones plasmaticas de aminotransferasas con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y
AST (aspartato aminotransferasa) y los resultados se presentan en las Tablas 21 y 22, expresados en IU/l. Los
niveles plasmaticos de bilirrubina y albimina también se midieron con el mismo analizador de quimica clinica y los

resultados también se presentan en las Tablas 21 y 22.

Tabla 21
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos
en el higado de ratones CD1 la semana 2
ALT (1U/l) AST (1U/l) Bilirrubina (mg/dl) Albumina (g/dl)

PBS 38 66 0,19 5,0
ISIS 304299 42 79 0,33 3,8
ISIS 304309 52 77 0,22 3,2
ISIS 420915 32 61 0,28 35
ISIS 420951 1184 804 0,17 37
ISIS 425655 60 70 0,20 3,9
ISIS 425656 37 53 0,31 35
ISIS 425679 88 147 0,23 37
ISIS 425695 25 50 0,23 3,6
ISIS 425736 31 79 0,23 3,2
ISIS 425737 39 43 0,23 31
ISIS 425755 104 85 0,29 3,6

Tabla 22
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos
en el higado de ratones CD1 la semana 6
ALT (1U/1) AST (1U/1) Bilirrubina (mg/dl) Albumina (g/dl)

PBS 31 67 0,20 5,6
ISIS 304299 54 71 0,20 52
ISIS 304309 1211 504 0,30 52
ISIS 420915 89 91 0,17 5,0
ISIS 420951 872 319 0,20 3,6
ISIS 425655 730 247 0,13 4,3
ISIS 425656 502 261 0,17 4,3
ISIS 425679 935 475 0,29 4,5
ISIS 425695 1627 563 0,16 4,0
ISIS 425736 41 47 0,15 4,1
ISIS 425737 32 55 0,16 4,1
ISIS 425755 233 176 0,16 4,3

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrogeno ureico en sangre (BUN) y creatinina con un analizador automatizado de quimica clinica
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en las Tablas 23 y 24, expresados en mg/dl.

Tabla 23

en el rifién de ratones CD1 la semana 2

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos (mg/dl)

BUN Creatinina
PBS 32 0,23
ISIS 304299 26 0,21
ISIS 304309 30 0,19
ISIS 420915 30 0,22
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ISIS 420951 24 0,17
ISIS 425655 29 0,22
ISIS 425656 25 0,19
ISIS 425679 28 0,19
ISIS 425695 29 0,19
ISIS 425736 24 0,19
ISIS 425737 24 0,16
ISIS 425755 27 0,17
Tabla 24
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos (mg/dl)
en el rifién de ratones CD1 la semana 6
BUN Creatinina

PBS 24 0,15
ISIS 304299 19 0,11
ISIS 304309 20 0,14
ISIS 420915 24 0,18
ISIS 420951 19 0,08
ISIS 425655 22 0,11
ISIS 425656 21 0,10
ISIS 425679 20 0,06
ISIS 425695 21 0,08
ISIS 425736 22 0,07
ISIS 425737 18 0,07
ISIS 425755 22 0,09

Ensayos hematoldgicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envid a Antech Diagnostics para las mediciones y los
andlisis del hematocrito (HCT), el volumen corpuscular medio (MCV), la hemoglobina corpuscular media (MCH), y la
concentracién de hemoglobina corpuscular media (MCHC), asi como las mediciones de los recuentos sanguineos
diferenciales, tales como los de WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos), RBC y plaquetas, y el contenido total de
hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 25-28. Los porcentajes proporcionados en las tablas
indican el cambio porcentual en el recuento sanguineo completo en comparacion con el testigo con PBS. Se
seleccionaron para posteriores estudios aquellos oligonucleétidos antisentido que no ocasionaban una disminucion
en el recuento de plaquetas inferior a un 70% del testigo con PBS o un aumento en el recuento de monocitos
superior a dos veces.

Tabla 25
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo completo (%)
en comparacion con el testigo con PBS en ratones CD1 la semana 2
ISIS NO. WBC RBC Hemoglobina HCT MCV MCH MCHC
304299 -15 -3 -2 0 +3 +1 -1
304309 -13 -4 -7 -6 -2 -4 -2
420915 +7 -7 -7 -5 +2 +1 -2
420951 +79 -6 -5 -5 +1 +1 0
425655 +56 -3 -5 -4 -1 -2 -1
425656 +69 -5 -6 -5 0 -1 -2
425679 +30 -6 -7 -7 -1 -1 0
425695 +49 -3 -4 -4 0 0 +1
425736 +15 -6 -6 -4 +1 0 -2
425737 +19 -5 -7 -5 -1 -3 -2
425755 +85 -3 -6 -6 -4 -3 0
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Tabla 26
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo completo (%)
en comparacion con el testigo con PBS en ratones CD1 la semana 6
ISIS NO. WBC RBC Hemoglobina HCT MCV MCH MCHC
304299 -7 -9 -10 -13 -5 0 +4
304309 +10 -12 -11 -15 -5 +1 +6
420915 +11 -7 -8 -10 -4 -2 +2
420951 +81 -12 -20 -19 -9 -9 -1
425655 +29 -3 -11 -10 -8 -9 -2
425656 +72 -1 -5 -6 -4 -5 -1
425679 +154 -11 -20 -21 -10 -9 +2
425695 +118 +3 -9 -9 -2 -12 +3
425736 +51 +4 -5 -7 0 -10 +1
425737 +30 +8 -1 -2 0 -8 +1
425755 +54 -1 -11 -12 -8 -10 0
Tabla 27
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre el recuento sanguineo diferencial (%)
en comparacion con el testigo con PBS en ratones CD1 la semana 2
ISIS NO. Neutrdfilos Monocitos Linfocitos Plaguetas
304299 11 -3 20 17
304309 -11 5 8 14
420915 1 4 -24 41
420951 18 -7 32 -9
425655 18 -5 20 18
425656 31 -7 -4 24
425679 2 -1 24 -19
425695 -50 15 20 29
425736 8 -1 0 10
425737 -29 10 -8 24
425755 -13 7 -4 9
Tabla 28
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo diferencial (%)
en comparacion con el testigo con PBS en ratones CD1 la semana 6
ISIS NO. Neutrdéfilos Linfocitos Monocitos Plaguetas
304299 -60 +26 +10 -16
304309 -28 +12 +30 +2
420915 -29 +6 +50 -30
420951 -26 +11 0 -40
425655 -16 +8 -10 -19
425656 -22 +16 -50 -25
425679 -36 +19 -20 -27
425695 -25 +9 -15 -49
425736 -41 +16 -5 -46
425737 -53 +23 -20 -65
425755 -20 +4 +25 -41

Ejemplo 12: medicion de la semivida del oligonucleétido antisentido en el higado de ratén CD1

Se traté a ratones CD1 con los oligonucle6tidos antisentido ISIS de los estudios descritos en el Ejemplo 11
y se evalué la semivida del oligonucle6tido, asi como el tiempo transcurrido para la degradacion y la eliminacion del

oligonucleétido del higado.

Tratamiento

Se inyectaron a grupos de doce ratones CD1 cada uno, por via subcutanea dos veces por semana durante
2 semanas, 50 mg/kg de ISIS 304299, ISIS 304309, ISIS 420915, ISIS 420951, ISIS 425655, ISIS 425656, ISIS
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425679, ISIS 425695, ISIS 425736, ISIS 425737 e ISIS 425755. Se sacrificd a cuatro ratones de cada grupo 3 dias,
28 dias y 56 dias después de la dosis final. Los higados se recolectaron para su analisis.

Medicion de la concentracion de oligonucledétido

Se midié la concentracion del oligonucledtido de longitud completa, asi como la concentracion total de
oligonucleétido (incluida la forma degradada). EI método utilizado es una modificacion de los métodos publicados
anteriormente (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consiste en una extraccion con fenol-cloroformo (liquido-
liquido) seguida de una extraccion en fase sélida. Antes de la extraccion se afiadié un patrén interno (ISIS 355868,
un oligonucledtido fosforotioato modificado 2’-O-metoxietilado 27-mero, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
indicado en el presente documento como SEQ ID NO: 166). Las concentraciones de la muestra de tejido se
calcularon mediante curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente
1,14 pg/g. A continuacion, se calcularon las semividas mediante el software WinNonlin (PHARSIGHT).

Los resultados se presentan en las Tablas 29 y 30, expresados como pg/g de tejido hepatico. En la Tabla
31 se presenta la semivida de cada oligonucleétido. Los oligonucleétidos antisentido con semividas entre los 11-34
dias se eligieron para posteriores estudios.

Tabla 29
Concentracion de oligonucleétido de longitud completa (1g/g) en el higado de ratones CD1
ISIS NO. 3 dias 28 dias 56 dias
304299 180 56 8
304309 317 254 106
420915 248 126 34
420951 173 109 49
425655 191 113 33
425656 256 73 29
425679 201 73 27
425695 315 194 65
425736 219 110 47
425737 190 40 9
425755 211 120 47
Tabla 30
Concentracion total de oligonucledétido (ug/g) en el higado de ratones CD1
ISIS NO. 3 dias 28 dias 56 dias
304299 268 168 38
304309 389 354 152
420915 314 229 83
420951 262 196 131
425655 298 217 87
425656 328 135 85
425679 333 161 103
425695 364 263 143
425736 298 211 140
425737 266 117 31
425755 337 227 140
Tabla 31
Semivida del oligonucleétido (dias) en el higado de ratones CD1
ISIS NO. Semivida (dias)
304299 12
304309 33
420915 19
420951 29
425655 21
425656 17
425679 18
425695 23
425736 24
425737 12
425755 24
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Ejemplo 13: tolerabilidad de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a la transtiretina humana en ratas
Sprague-Dawley

Se tratd a ratas Sprague-Dawley con los oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados a partir de los
estudios descritos en los Ejemplos 11 y 12, y se evaluaron para determinar los cambios en los niveles de diversos
marcadores metabdlicos.

Tratamiento

Se evaluaron predosis los pesos corporales, el recuento sanguineo completo y el recuento sanguineo
diferencial, asi como la relacién proteina/creatinina en orina de las ratas. Se inyectaron a grupos de cuatro ratas
Sprague-Dawley cada uno, por via subcutanea dos veces a la semana, 50 mg/kg de ISIS 304299, ISIS 304309, ISIS
420915, ISIS 420951, ISIS 425655, ISIS 425656, ISIS 425679, ISIS 425695, ISIS 425736, ISIS 425737 e ISIS
425755. Tres dias después de la ultima dosis en cada instante de tiempo, se anotaron los pesos corporales, se
sacrifico a las ratas, y se recolectaron los érganos y el plasma para su posterior analisis.

Pesos corporales y de los 6rganos

Los pesos corporales de las ratas se midieron predosis y al final del periodo de tratamiento. Los pesos
corporales se presentan en la Tabla 32, y se expresan como aumento porcentual frente al peso del testigo con PBS
anotado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, bazo y rifién se midieron al final del estudio, y
también se presentan en la Tabla 32 como un cambio porcentual frente a los pesos de los érganos respectivos del
testigo con PBS.

Tabla 32
Cambio en los pesos corporales y de los érganos de ratas Sprague-Dawley después del tratamiento
con oligonucle6tidos antisentido (%)
Peso corporal Higado Bazo Rifién

PBS 1,6 1,0 1,0 1,0
ISIS 304299 1,2 1,7 4,9 1,6
ISIS 304309 11 1,6 4,3 14
ISIS 420915 1,4 1,4 3,3 1,3
ISIS 420951 1,1 1,4 5,0 15
ISIS 425655 1,2 1,5 3,4 1,3
ISIS 425656 1,2 15 2,9 1,2
ISIS 425679 1,0 19 6,4 1,7
ISIS 425695 1,2 1,6 3,3 1,3
ISIS 425736 1,3 1,5 2,9 1,2
ISIS 425737 1,2 1,7 4,0 15
ISIS 425755 1,0 1,5 54 15

Como se muestra en la Tabla 32, determinados compuestos mostraron un aumento del peso del bazo
inferior a 4 veces.

Funcién hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién hepatica, se midieron las
concentraciones plasmaticas de aminotransferasas con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y
AST (aspartato aminotransferasa) y los resultados se presentan en la Tabla 33, expresados en IU/l. Los niveles
plasmaticos de bilirrubina y albdmina también se midieron con el mismo analizador de quimica clinica y los
resultados también se presentan en la Tabla 33.

Tabla 33

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos
en el higado de ratas Sprague-Dawley

ALT (1U/1) AST (1U/1) Bilirrubina (mg/dl) Albumina (g/dl)
PBS 55 138 0,15 3,3
ISIS 304299 69 154 0,15 2,7
ISIS 304309 80 138 0,11 2,9
ISIS 420915 43 95 0,11 3,0
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ISIS 420951 353 511 0,32 2,6
ISIS 425655 312 497 0,47 2,6
ISIS 425656 277 335 0,20 3,0
ISIS 425679 537 659 0,38 2,7
ISIS 425695 228 445 0,23 2,3
ISIS 425736 362 553 0,32 29
ISIS 425737 55 79 0,09 1,9
ISIS 425755 271 303 0,41 2,8

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina con un analizador automatizado de quimica clinica
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 34, expresados en mg/dl. También
se evalud la relacion entre proteina y creatinina total en orina, y se presenta en la Tabla 35.

Tabla 34
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos (mg/dl)
en el rifién de ratas Sprague-Dawley
BUN Creatinina
PBS 20 0,26
ISIS 304299 30 0,40
ISIS 304309 24 0,33
ISIS 420915 20 0,26
ISIS 420951 37 0,47
ISIS 425655 28 0,40
ISIS 425656 25 0,34
ISIS 425679 46 0,42
ISIS 425695 30 0,37
ISIS 425736 26 0,37
ISIS 425737 30 0,36
ISIS 425755 29 0,36
Tabla 35
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la proteina/creatinina total en orina
en el rifién de ratas Sprague-Dawley
Predosis Semana 6
PBS 0,82 0,95
ISIS 304299 0,95 7,57
ISIS 304309 1,10 5,20
ISIS 420915 0,91 5,30
ISIS 420951 0,90 5,02
ISIS 425655 0,78 6,03
ISIS 425656 0,86 9,37
ISIS 425679 0,91 7,80
ISIS 425695 0,89 571
ISIS 425736 1,00 5,85
ISIS 425737 0,86 43,76
ISIS 425755 0,78 3,70

Como se muestra en las Tablas 34 y 35, determinados compuestos demostraron un aumento inferior a 7
veces de la proteina/creatinina total en orina en el rifidn de estas ratas. Ademas, determinados compuestos
demostraron un aumento inferior a 6 veces en la proteina/creatinina total en orina en el rifién de estas ratas.
Ensayos hematoldgicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratas se envié a Antech Diagnostics para las mediciones y los
analisis del hematocrito (HCT), el volumen corpuscular medio (MCV), la hemoglobina corpuscular media (MCH), y la
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concentracion de hemoglobina corpuscular media (MCHC), asi como las mediciones de los recuentos sanguineos
diferenciales, tales como los de WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos), RBC y plaquetas, y el contenido total de
hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 36 y 37. Los porcentajes proporcionados en las tablas
indican el cambio porcentual en el recuento sanguineo completo en comparacién con el testigo con PBS.

Tabla 36
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo completo (%)
en comparacioén con el testigo con PBS en ratas Sprague-Dawley
ISIS NO. WBC RBC Hemoglobina HCT MCV MCH MCHC
304299 +4 -5 -3 +2 +11 +5 -5
304309 -10 -8 -11 -12 -4 -3 +1
420915 -9 -16 -20 -17 +1 -3 -3
420951 +5 -5 -8 -5 +1 -2 -3
425655 +22 -17 -18 -19 -2 0 +2
425656 -1 -13 -19 -16 -3 -6 -2
425679 +49 -42 -32 -28 +26 +19 -5
425695 -2 -25 -31 -29 -4 -8 -3
425736 +18 +1 -3 +2 0 -4 -4
425737 -15 -20 -18 -20 +2 +3 +1
425755 +35 -31 -27 -23 +14 +8 -4
Tabla 37
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo completo (%)
en comparacion con el testigo con PBS en ratas Sprague-Dawley
ISIS NO. Neutrdfilos Linfocitos Monocitos Plaguetas
304299 -61 +15 -10 -41
304309 -35 +8 +10 -37
420915 -23 +6 0 -29
420951 -62 +15 +10 -67
425655 +23 -8 +80 -13
425656 -14 0 +70 -15
425679 -4 -1 +60 -75
425695 +68 -20 +80 -5
425736 0 -2 +70 -1
425737 -6 +1 +20 -21
425755 -18 +3 +70 -58

Ejemplo 14: estudios farmacocinéticos de la concentracion de oligonucleétido antisentido en higado y rifién
de rata Sprague-Dawley

Se traté a ratas Sprague Dawley con los oligonucleétidos antisentido ISIS de los estudios descritos en el
Ejemplo 13, y se evalud la semivida del oligonucleétido, asi como el tiempo transcurrido para la degradacion y la
eliminacion del oligonucledtido del higado y del rifién.

Tratamiento

Se inyectaron a grupos de cuatro ratas Sprague Dawley cada uno, por via subcutanea dos veces a la
semana durante 2 semanas, 20 mg/kg de ISIS 304299, ISIS 304309, ISIS 420915, ISIS 420951, ISIS 425655, ISIS
425656, ISIS 425679, ISIS 425695, ISIS 425736, ISIS 425737 e ISIS 425755. Tres dias después de la Gltima dosis,
se sacrificé a las ratas, y se recogieron los higados y los rifiones para su andlisis.

Medicion de la concentracion de oligonucledétido

Se midié la concentracién del oligonucleétido de longitud completa, asi como la concentracién total de
oligonucleétido (incluida la forma degradada). EI método utilizado es una modificacion de los métodos publicados
anteriormente (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consiste en una extraccion con fenol-cloroformo (liquido-
liquido) seguida de una extraccion en fase sdlida. Antes de la extraccion se afiadié un patron interno (I1SIS 355868,
un oligonucledtido fosforotioato modificado 2’-O-metoxietilado 27-mero, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
indicado en el presente documento como SEQ ID NO: 166). Las concentraciones de la muestra de tejido se
calcularon mediante curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente
1,14 ug/g. Los resultados se presentan en las Tablas 38 y 39, expresados como ug/g de tejido hepatico o renal.
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También se calculé la relacion entre rifién e higado del oligonucleétido de longitud completa, y se presenta en la
Tabla 38.

Tabla 38
Concentracion de oligonucleétido de longitud completa (ug/g) y relacién en el higado y el rifién,
de ratas Sprague-Dawley

ISIS NO. Higado Rifidon Relacion rifion/higado

304299 165 487 2,9

304309 344 606 1,8

420915 171 680 4,0

420951 214 389 1,8

425655 242 466 1,9

425656 286 595 2,1

425679 290 334 1,2

425695 266 566 2,1

425736 245 571 2,3

425737 167 477 2,9

425755 218 379 1,7

Tabla 39
Concentracion total de oligonucleétido (ug/g) en el higado y el rifidon de ratas Sprague-Dawley

ISIS NO. Higado Rifion
304299 208 653
304309 409 803
420915 196 844
420951 348 879
425655 340 764
425656 329 703
425679 461 710
425695 369 843
425736 282 738
425737 195 587
425755 351 886

Ejemplo 15: inhibicion dependiente de la dosis in vivo de la transtiretina humana en ratones transgénicos

Se administré a ratones transgénicos que contenian el gen de la transtiretina humana dosis crecientes de
los oligonucledtidos ISIS seleccionados a partir de los estudios descritos en el Ejemplo 14 para evaluar el efecto de
inhibicion dependiente de la dosis de la transtiretina humana en estos ratones.

Tratamiento

Se inyectaron a grupos de cuatro ratones cada uno, dos machos y dos hembras, por via subcutanea dos
veces a la semana durante 4 semanas, 4 mg/kg, 10 mg/kg o 25 mg/kg de ISIS 304299, ISIS 420915, ISIS 420951,
ISIS 425679, ISIS 425736, ISIS 425737 e ISIS 425755. Se inyectaron a un grupo de cuatro ratones, dos machos y
dos hembras, por via subcutanea dos veces a la semana durante 4 semanas, 25 mg/kg del oligonucleétido testigo,
ISIS 141923. Se inyectd PBS a un grupo testigo de cuatro ratones, dos machos y dos hembras, por via subcutanea
dos veces a la semana durante 4 semanas. Se tomaron muestras de plasma de cada grupo los dias 0, 7, 14, 21 y
28. Dos dias después de la ultima dosis, se sacrificd a los ratones y se recolectaron los érganos para su posterior
andlisis.

Andlisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis PCR en tiempo real de la transtiretina utilizando el
juego de cebador y sonda RTS3029. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicién de la transtiretina
humana, con respecto al testigo con PBS. Tal como se muestra en la Tabla 40, el tratamiento con los
oligonucledtidos antisentido ISIS dio como resultado una significativa reduccion dependiente de la dosis del ARNm
de la transtiretina humana en comparacion con el testigo con PBS. El tratamiento con el oligonucleétido testigo, I1SIS
141923 no dio como resultado una reduccion significativa de la transtiretina, como era de esperar.
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Tabla 40
Inhibicién del ARNm de la transtiretina humana en el higado de ratones transgénicos para hTTR
con respecto al testigo con PBS
ISIS NO. Dosis (mg/kg) % de inhibicion
25 73
304299 10 60
4 9
25 78
420915 10 57
4 43
25 91
420951 10 85
4 52
25 94
425679 10 88
4 42
25 49
425736 10 54
4 15
25 82
425737 10 59
4 21
25 91
425755 10 79
4 24
141923 25 0

Andlisis de proteinas

Se midieron los niveles proteicos de transtiretina humana en el plasma de ratones transgénicos mediante
ELISA utilizando un anticuerpo policlonal contra la transtiretina (Abcam Ab37774) y un anticuerpo de deteccion de
oveja contra TTR marcado con peroxidasa de rabano picante (Abcam, n°® de cat. 35217). La reaccion coloreada se
desarrollé con el kit de sustrato TMB ImmunoPure® y se midié la absorbancia a 450 nm con un espectrofotometro
para placas de microtitulacion. Las muestras de plasma se tomaron predosis y los dias 7, 14, 21 y 28. Los resultados
se presentan en la Tabla 41, expresados como porcentaje de inhibicion en comparacion con los niveles predosis, y
demuestran una reduccién dependiente del tiempo y dependiente de la dosis de los niveles de proteina al tratarse
con los oligonucleétidos ISIS.

Tabla 41
Inhibicién de la proteina transtiretina humana en el plasma de ratones transgénicos
con respecto a los niveles predosis
ISIS NO. Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
141923 25 0 0 20 77 41
25 0 44 85 100 88
304299 10 0 0 8 93 78
4 0 0 0 57 0
25 0 0 67 86 91
420915 10 0 21 39 70 71
4 0 25 0 0 0
25 0 83 96 100 100
420951 10 0 35 66 91 86
4 0 7 26 0 0
25 0 93 97 96 98
425679 10 0 38 80 96 95
4 0 0 0 0 0
25 0 56 76 82 92
425736 10 0 0 33 37 66
4 0 0 0 0 0
25 0 90 96 99 98
425737 10 0 51 80 88 89
4 0 29 21 37 31
25 0 88 96 98 99
425755 10 0 52 76 90 88
4 0 29 22 36 26
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Peso corporal y peso de los 6rganos

Los pesos corporales de los ratones se midieron predosis y al final del periodo de tratamiento. Los pesos
corporales se presentan en la Tabla 42 y se expresan como aumento porcentual frente al peso del testigo con PBS
anotado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, bazo y rifién se midieron al final del estudio, y
también se presentan en la Tabla 42 como un cambio porcentual frente a los pesos de los érganos respectivos del
testigo con PBS.

Tabla 42
Cambio en los pesos corporales y de los 6rganos de los ratones transgénicos después del tratamiento
con los oligonucleétidos antisentido (%)
Dosis (mg/kg) Peso corporal Higado Bazo Rifion

PBS +13 0 0 0

25 +17 +16 +3 -2

ISIS 304299 10 +14 +10 -13 -4
4 +17 +2 +17 -2

25 +18 +12 -6 -6

ISIS 420915 10 +16 +6 -4 -5
4 +15 +4 +8 -2

25 +22 +23 +32 -2

ISIS 420951 10 +16 +11 +10 -3
4 +24 +7 +19 +5

25 +24 +33 +40 -1

ISIS 425679 10 +14 +5 +9 -2
4 +19 +7 +10 0

25 +16 +15 0 -5

ISIS 425736 10 +28 +8 -12 -6
4 +20 +10 -9 -2

25 +16 +13 0 -2

ISIS 425737 10 +19 +6 +18 -3
4 +19 +5 +4 +1

25 +21 +25 +34 -5

ISIS 425755 10 +17 +10 +13 -4
4 +22 +3 +27 +4

ISIS 141923 25 +20 +8 -3 -4

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion hepatica, se midieron las
concentraciones plasmaticas de aminotransferasas con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y
AST (aspartato aminotransferasa) y los resultados se presentan en la Tabla 43, expresados en IU/l. También se
midieron los niveles plasmaticos de bilirrubina con el mismo analizador de quimica clinica; los resultados también se
presentan en la Tabla 43 y se expresan en mg/dl.

Tabla 43
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos
en el higado de ratones transgénicos
Dosis (mg/kg) ALT (1U/1) AST (1U/l) TBIL (mg/dl)

PBS - 48 112 0,20

25 42 93 0,14

ISIS 304299 10 37 56 0,18
4 35 71 0,15

25 63 181 0,22

ISIS 420915 10 46 132 0,22
4 35 114 0,22

25 63 85 0,17

ISIS 420951 10 42 107 0,21
4 31 74 0,19
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25 156 150 0,13
ISIS 425679 10 93 148 0,23
4 38 119 0,22
25 37 78 0,21
ISIS 425736 10 33 62 0,20
4 46 228 0,23
25 55 121 0,20
ISIS 425737 10 41 94 0,18
4 32 73 0,14
25 74 160 0,17
ISIS 425755 10 31 80 0,16
4 45 122 0,21
ISIS 141923 25 66 141 0,17

Funcioén renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 44, expresados en mg/dl.

Tabla 44
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el BUN (mg/dl)
en el rifién de ratones transgénicos
Dosis (mg/kg) BUN

PBS 22

25 22

ISIS 304299 10 22
4 22

25 24

ISIS 420915 10 25
4 20

25 24

ISIS 420951 10 25
4 26

25 26

ISIS 425679 10 24
4 22

25 20

ISIS 425736 10 22
4 22

25 21

ISIS 425737 10 19
4 23

25 23

ISIS 425755 10 21
4 20

ISIS 141923 25 21

Ejemplo 16: Inhibicién in vivo de la transtiretina humana en ratones transgénicos para la transtiretina
humana

Oligonucledtidos antisentido con motivos MOE 5-10-5, ISIS 304313, ISIS 420913, ISIS 420919, ISIS
420921, ISIS 420922, ISIS 420937, ISIS 420944, ISIS 420947, ISIS 420949, ISIS 420950, ISIS 420951, ISIS
420952, ISIS 420953, ISIS 420955, ISIS 420957 e ISIS 420959 de la Tabla 4. Estos oligonucleétidos antisentido
presentaron una inhibicion del 65% o mas del ARNm de la transtiretina, se seleccionaron y se ensayaron en ratones
transgénicos que contenian el gen de la transtiretina humana. También se disefiaron oligonucleétidos adicionales
con secuencias solapantes con ISIS 420951 (GTTTTATTGTCTCTGCCTGG (SEQ ID NO: 116)), y con diversos
motivos para ensayarse en los ratones transgénicos. Estos oligonucledtidos adicionales fueron ISIS 450518
(TTTTATTGTCTCTGCCTG (SEQ ID NO: MOE 5-8-5 (SEQ ID NO: 167)), ISIS 450519
(GTTTTATTGTCTCTGCCTGG, MOE 6-8-6 (SEQ ID NO: 116)), ISIS 450520 (GTTTTATTGTCTCTGCCTGG, MOE
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3-10-7 (SEQ ID NO: 116)), ISIS 450521 (GTTTTATTGTCTCTGCCTGG, MOE 7-10-3 (SEQ ID NO: 116)), ISIS
450522  (GTTTTATTGTCTCTGCCTGG, MOE  2-10-8 (SEQIDNO: 116)), e ISIS 450523
(GTTTTATTGTCTCTGCCTGG, MOE 8-10-2 (SEQ ID NO: 116)).

Tratamiento

Se administraron a grupos de cuatro ratones transgénicos para hTTR cada uno, dos machos y dos
hembras, por via subcutanea dos veces por semana durante cuatro semanas, 25 mg/kg de ISIS 304313, ISIS
420913, ISIS 420919, ISIS 420921, ISIS 420922, ISIS 420937, ISIS 420944, ISIS 420947, ISIS 420949, ISIS
420950, ISIS 420951, ISIS 420952, ISIS 420953, ISIS 420955, ISIS 420957, ISIS 420959, ISIS 425518, ISIS
425519, ISIS 425520, ISIS 425521, ISIS 425522 0 I1SIS 425523. Se inyecté PBS a un grupo testigo de cuatro ratones
transgénicos para hTTR, dos machos y dos hembras, por via subcutanea dos veces por semana durante cuatro
semanas. Se recogieron muestras de sangre de todos los grupos los dias 0, 14 y 28 para el analisis del nivel
plasmatico de transtiretina. Se sacrificé a los ratones dos dias después de la Ultima dosis, y se recolectaron los
higados para el andlisis del ARNm diana.

Andlisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis PCR en tiempo real de la transtiretina utilizando el
juego de cebador y sonda RTS3029. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la transtiretina
humana, con respecto al testigo con PBS. Tal como se muestra en la Tabla 45, el tratamiento con los
oligonucledtidos antisentido I1SIS dio como resultado una reduccion significativa del ARNm de la transtiretina humana
en comparacion con el testigo con PBS.

Tabla 45
Inhibicién del ARNm de la transtiretina humana en el higado de ratones transgénicos
para hTTR con respecto al testigo con PBS
ISIS NO. % de inhibicién
304313 68
420913 83
420919 64
420921 70
420922 82
420937 46
420944 58
420947 62
420949 87
420950 94
420952 95
420953 93
420955 93
420957 90
420959 73
450518 80
450519 87
450520 85
450521 94
450522 73
450523 94
420951 94

Andlisis de proteinas

Se midieron los niveles proteicos de transtiretina humana en el plasma de ratones transgénicos mediante
ELISA utilizando un anticuerpo policlonal contra la transtiretina (Abcam Ab37774) y un anticuerpo de deteccién de
oveja contra TTR marcado con peroxidasa de rabano picante (Abcam, n°® de cat. 35217). La reaccidn coloreada se
desarrollé con el kit de sustrato TMB ImmunoPure® y se midi6 la absorbancia a 450 nm con un espectrofotometro
para placas de microtitulacion. Las muestras de plasma se tomaron predosis y los dias 7, 14 y 28. Los resultados se
presentan en la Tabla 46, expresados como porcentaje de inhibicion en comparacién con los niveles predosis, y
demuestran una reduccion dependiente del tiempo de los niveles de proteina al tratarse con los oligonucleétidos
ISIS.
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Tabla 46
Inhibicién de la proteina transtiretina humana en el plasma de ratones transgénicos para hTTR
con respecto a los niveles predosis
Dia 0 Dia 14 Dia 28
PBS 0 0 0
ISIS 304313 0 62 77
ISIS 420913 0 91 97
ISIS 420919 0 70 82
ISIS 420921 0 83 87
ISIS 420922 0 95 97
ISIS 420937 0 37 59
ISIS 420944 0 57 72
ISIS 420947 0 57 65
ISIS 420949 0 93 99
ISIS 420950 0 97 100
ISIS 420952 0 98 100
ISIS 420953 0 99 100
ISIS 420955 0 89 100
ISIS 420957 0 92 94
ISIS 420959 0 69 87
ISIS 450518 0 80 97
ISIS 450519 0 94 100
ISIS 450520 0 83 100
ISIS 450521 0 100 100
ISIS 450522 0 93 97
ISIS 450523 0 100 100
ISIS 420951 0 99 100

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonuclettidos ISIS sobre la funcidbn hepatica, se midieron las
concentraciones plasmaticas de aminotransferasas con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y
AST (aspartato aminotransferasa) y los resultados se presentan en la Tabla 47, expresados en IU/l. También se
midieron los niveles plasmaticos de bilirrubina con el mismo analizador de quimica clinica; los resultados también se
presentan en la Tabla 47 y se expresan en mg/dl.

Tabla 47
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabélicos
en el higado de ratones transgénicos
ALT (1U/l) AST (1U/l) Bilirrubina (mg/dl)

PBS 34 88 0,20
ISIS 304313 42 79 0,16
ISIS 420913 35 67 0,17
ISIS 420919 63 177 0,20
ISIS 420921 47 103 0,15
ISIS 420922 42 128 0,16
ISIS 420937 33 160 0,15
ISIS 420944 38 84 0,15
ISIS 420947 42 120 0,17
ISIS 420949 46 125 0,15
ISIS 420950 73 106 0,15
ISIS 420952 151 271 0,19
ISIS 420953 982 452 0,16
ISIS 420955 47 80 0,15
ISIS 420957 53 133 0,18
ISIS 420959 31 89 0,11
ISIS 450518 103 200 0,20
ISIS 450519 64 81 0,12
ISIS 450520 350 270 0,12
ISIS 450521 104 226 0,13
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ISIS 450522 109 201 0,14
ISIS 450523 80 170 0,19
ISIS 420951 67 100 0,09

Funcioén renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 48, expresados en mg/dl.

Tabla 48
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el BUN (mg/dl)

en el rifién de ratones transgénicos

PBS 35
ISIS 304313 29
ISIS 420913 30
ISIS 420919 29
ISIS 420921 29
ISIS 420922 27
ISIS 420937 29
ISIS 420944 27
ISIS 420947 26
ISIS 420949 25
ISIS 420950 34
ISIS 420952 23
ISIS 420953 34
ISIS 420955 24
ISIS 420957 23
ISIS 420959 29
ISIS 450518 28
ISIS 450519 25
ISIS 450520 29
ISIS 450521 24
ISIS 450522 29
ISIS 450523 27
ISIS 420951 25

Ejemplo 17: tolerabilidad de los oligonucledtidos antisentido dirigidos a la transtiretina humana en ratones
CD1

Se tratd a ratones CD1 con los oligonucledtidos antisentido ISIS del Ejemplo 16 y se evaluaron para
determinar los cambios en los niveles de diversos marcadores metabdlicos.

Tratamiento

Se inyectaron a grupos de ocho ratones CD1 cada uno, por via subcutanea dos veces a la semana,
50 mg/kg de ISIS 304313, ISIS 420913, ISIS 420919, ISIS 420921, ISIS 420922, ISIS 420937, ISIS 420944, ISIS
420947, 1SIS 420949, ISIS 420950, ISIS 420951, ISIS 420952, ISIS 420953, ISIS 420955, ISIS 420957, ISIS
420959, ISIS 425518, ISIS 425519, ISIS 425520, ISIS 425521, ISIS 425522 o ISIS 425523. Tres dias después de la
Ultima dosis en cada instante de tiempo, se anotaron los pesos corporales, se sacrificé a los ratones, y se
recolectaron los 6rganos y el plasma para su posterior analisis.

Pesos corporales y de los érganos

Los pesos corporales de los ratones se midieron predosis y al final de cada periodo de tratamiento (dos
semanas y seis semanas). Los pesos corporales se presentan en la Tabla 49 y se expresan como aumento
porcentual frente al peso del testigo con PBS anotado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, bazo y
rifién se midieron al final del estudio, y también se presentan en la Tabla 49 como un cambio porcentual frente a los
pesos de los érganos respectivos del testigo con PBS.
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Tabla 49
Cambio en los pesos corporales y de los érganos de ratones CD1 después del tratamiento
con oligonucledtidos antisentido (%) la semana 6
Peso corporal Higado Bazo Rifién

PBS 1,3 1,0 1,0 1,0
ISIS 304313 1,2 1,2 1,4 1,2
ISIS 420913 1,2 1,2 1,3 1,1
ISIS 420919 1,3 1,2 1,9 1,1
ISIS 420921 1,1 1,1 2,2 1,1
ISIS 420922 1,1 1,0 1,6 0,9
ISIS 420937 1,1 1,0 1,2 1,0
ISIS 420944 1,1 1,1 2,0 1,0
ISIS 420947 1,3 1,2 1,7 1,0
ISIS 420949 1,3 1,2 1,8 1,1
ISIS 420950 1,3 1,0 1,7 1,0
ISIS 420952 1,4 1,3 2,1 0,9
ISIS 420953 1,3 15 2,2 1,0
ISIS 420955 1,2 1,2 2,2 1,0
ISIS 420957 1,1 1,1 1,8 1,1
ISIS 420959 1,3 1,2 3,2 1,1
ISIS 450518 1,4 1,3 1,8 1,1
ISIS 450519 1,3 15 2,4 1,0
ISIS 450520 1,4 14 2,2 1,0
ISIS 450521 1,2 1,2 1,9 1,1
ISIS 450522 1,3 15 2,3 1,1
ISIS 450523 1,2 1,3 2,4 1,1
ISIS 420951 1,3 1,2 1,9 1,0

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidbn hepatica, se midieron las
concentraciones plasmaticas de aminotransferasas con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y
AST (aspartato aminotransferasa) y los resultados se presentan en la Tabla 50, expresados en IU/l. Los niveles
plasmaticos de bilirrubina y albdmina también se midieron con el mismo analizador de quimica clinica y los
resultados también se presentan en la Tabla 50.

Tabla 50
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre los marcadores metabolicos
en el higado de ratones CD1

ALT AST TBIL

PBS 34 88 0,20
ISIS 304313 42 79 0,16
ISIS 420913 35 67 0,17
ISIS 420919 63 177 0,20
ISIS 420921 47 103 0,15
ISIS 420922 42 128 0,16
ISIS 420937 33 160 0,15
ISIS 420944 38 84 0,15
ISIS 420947 42 120 0,17
ISIS 420949 46 125 0,15
ISIS 420950 73 106 0,15
ISIS 420952 151 271 0,19
ISIS 420953 982 452 0,16
ISIS 420955 47 80 0,15
ISIS 420957 53 133 0,18
ISIS 420959 31 89 0,11
ISIS 450518 103 200 0,20
ISIS 450519 64 81 0,12
ISIS 450520 350 270 0,12
ISIS 450521 104 226 0,13
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ISIS 450522 109 201 0,14
ISIS 450523 80 170 0,19
ISIS 420951 67 100 0,09

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina con un analizador automatizado de quimica clinica
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 51, expresados en mg/dl.

Tabla 51
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el BUN (mg/dl)
en el rifién de ratones CD1
BUN

PBS 35
ISIS 304313 29
ISIS 420913 30
ISIS 420919 29
ISIS 420921 29
ISIS 420922 27
ISIS 420937 29
ISIS 420944 27
ISIS 420947 26
ISIS 420949 25
ISIS 420950 34
ISIS 420952 23
ISIS 420953 34
ISIS 420955 24
ISIS 420957 23
ISIS 420959 29
ISIS 450518 28
ISIS 450519 25
ISIS 450520 29
ISIS 450521 24
ISIS 450522 29
ISIS 450523 27
ISIS 420951 25

Ensayos hematoldgicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envi6é a Antech Diagnostics para las mediciones y los
andlisis del hematocrito (HCT), el volumen corpuscular medio (MCV), la hemoglobina corpuscular media (MCH), y la
concentracién de hemoglobina corpuscular media (MCHC), asi como las mediciones de los recuentos sanguineos
diferenciales, tales como los de WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos), RBC y plaquetas, y el contenido total de
hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 52 y 53. Los porcentajes proporcionados en las tablas
indican el cambio porcentual en el recuento sanguineo completo en comparacion con el testigo con PBS.

Tabla 52
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo completo (%)

en comparacioén con el testigo con PBS en ratones CD1

WBC RBC Hemoglobina HCT MCV MCH MCHC
ISIS 304313 +80 -5 -7 -9 -4 -2 +4
ISIS 420913 -10 -1 -3 -5 -4 -2 +3
ISIS 420919 +26 -2 -7 -9 -7 -5 +4
ISIS 420921 +60 -9 -12 -15 -6 -3 +5
ISIS 420922 +18 -6 -11 -16 -11 -6 +6
ISIS 420937 +42 -3 -4 -7 -5 -1 +5
ISIS 420944 +49 -5 -9 -13 -8 -4 +6
ISIS 420947 +36 -2 -2 -5 -3 0 +4
ISIS 420949 +61 -4 -6 -9 -7 -3 +5
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ISIS 420950 +56 -14 -16 -19 -7 -3 +6
ISIS 420952 +36 -20 -24 -25 -7 -5 +4
ISIS 420953 +105 -21 -24 -26 -6 -4 +4
ISIS 420955 +107 -14 -19 -21 -9 -5 +6
ISIS 420957 +79 -5 -10 -13 -9 -6 +5
ISIS 420959 +92 -8 -14 -18 -11 -7 +6
ISIS 450518 +138 -5 -10 -12 -7 -4 +4
ISIS 450519 +118 -17 -21 -24 -9 -5 +6
ISIS 450520 +151 -18 -21 -23 -7 -4 +4
ISIS 450521 +118 -15 -21 -23 -11 -7 +5
ISIS 450522 +63 -22 -28 -31 -12 -8 +6
ISIS 450523 +116 -22 -27 -29 -11 -7 +6
ISIS 420951 +54 -15 -21 -24 -10 -6 +5
Tabla 53
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo diferencial (%)
en comparacioén con el testigo con PBS en ratones CD1
Neutrofilos Linfocitos Monocitos Plaguetas
ISIS 304313 -54 +49 -45 +36
ISIS 420913 -46 +39 -21 -2
ISIS 420919 -57 +49 -21 +19
ISIS 420921 -55 +47 -24 +25
ISIS 420922 -53 +46 -31 +24
ISIS 420937 -63 +57 -48 +20
ISIS 420944 -40 +37 -28 +18
ISIS 420947 -55 +49 -38 -9
ISIS 420949 -30 +24 +7 +17
ISIS 420950 -50 +40 0 +6
ISIS 420952 -34 +33 -28 +13
ISIS 420953 -37 +35 -34 +11
ISIS 420955 -37 +34 -21 +30
ISIS 420957 -71 +61 -28 +16
ISIS 420959 -52 +45 -24 -1
ISIS 450518 -56 +49 -28 +18
ISIS 450519 -18 +11 +41 +55
ISIS 450520 -41 +34 0 +7
ISIS 450521 -41 +36 -14 +21
ISIS 450522 -41 +31 +17 +58
ISIS 450523 -28 +19 +31 +51
ISIS 420951 -28 +24 0 +26

Ejemplo 18: tolerabilidad de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a la transtiretina humana en ratas
Sprague-Dawley

Los oligonucleétidos ISIS seleccionados a partir de los estudios descritos en el Ejemplo 17 también se
ensayaron en ratas Sprague-Dawley y se evaluaron para determinar los cambios en los niveles de diversos
marcadores metabdlicos.

Tratamiento

Se evaluaron predosis los pesos corporales, el recuento sanguineo completo y el recuento sanguineo
diferencial, asi como la relacién proteina/creatinina en orina de las ratas. Se inyectaron a grupos de cuatro ratas
Sprague-Dawley cada uno, por via subcutanea dos veces a la semana, 50 mg/kg de ISIS 420913, ISIS 420921, ISIS
420922, ISIS 420950, ISIS 420955, ISIS 420957 e ISIS 420959. Tres dias después de la ultima dosis en cada
instante de tiempo, se anotaron los pesos corporales, se sacrifico a las ratas, y se recolectaron los 6rganos vy el
plasma para su posterior andlisis.

Pesos corporales y de los érganos
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Los pesos corporales de las ratas se midieron predosis y al final del periodo de tratamiento. Los pesos
corporales se presentan en la Tabla 54, y se expresan como aumento porcentual frente al peso del testigo con PBS
anotado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, bazo y rifion se midieron al final del estudio, y
también se presentan en la Tabla 54 como un cambio porcentual frente a los pesos de los 6rganos respectivos del
testigo con PBS.

Tabla 54
Cambio en los pesos corporales y de los drganos de ratas Sprague-Dawley después del tratamiento
con oligonucleétidos antisentido (%)
Peso corporal Higado Bazo Rifién
PBS 2,1 1,0 1,0 1,0
ISIS 420913 15 15 4,7 11
ISIS 420921 1,6 15 4,2 1,3
ISIS 420922 1,3 15 4.4 1,4
ISIS 420950 1,4 15 6,4 1,7
ISIS 420955 15 1,6 59 14
ISIS 420957 14 14 6,8 1,3
ISIS 420959 15 14 55 14

Como se muestra en la Tabla 54, los compuestos demostraron un aumento del peso de los érganos de
estas ratas inferior a 10 veces. Ademas, determinados compuestos demostraron un aumento del peso de los
organos de estas ratas inferior a 7 veces. Aunque determinados compuestos demostraron un aumento del peso de
los 6rganos de estas ratas inferior a 6 veces. Determinados compuestos demostraron un aumento del peso de los
organos de estas ratas inferior a 5 veces.

Funcién hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién hepatica, se midieron las
concentraciones plasmaticas de aminotransferasas con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y
AST (aspartato aminotransferasa) y los resultados se presentan en la Tabla 55, expresados en IU/l. Los niveles
plasmaticos de bilirrubina y albGmina también se midieron con el mismo analizador de quimica clinica y los
resultados también se presentan en la Tabla 55.

Tabla 55
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos
en el higado de ratas Sprague-Dawley
ALT (1U/) AST (1IU/) TBIL (mg/dl) Albumina (g/dl)
PBS 26 66 0,09 4,5
ISIS 420913 38 95 0,08 3,3
ISIS 420921 65 151 0,11 3,2
ISIS 420922 40 121 0,11 4,0
ISIS 420950 398 327 0,19 4,0
ISIS 420955 78 241 0,18 4,1
ISIS 420957 84 244 0,14 3,7
ISIS 420959 82 405 0,17 4,6

Funcioén renal

Para evaluar el efecto de los oligonucle6tidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrogeno ureico en sangre (BUN) y creatinina con un analizador automatizado de quimica clinica
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 56, expresados en mg/dl. También
se evalud la relacion entre proteina y creatinina total en orina, y se presenta en la Tabla 56.

Tabla 56
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos (mg/dl)
en el rifién de ratas Sprague-Dawley
BUN Creatinina
PBS 14 0,05
ISIS 420913 22 0,09
ISIS 420921 23 0,07
ISIS 420922 21 0,08
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ISIS 420950 20 0,11
ISIS 420955 22 0,06
ISIS 420957 23 0,18
ISIS 420959 24 0,17
Tabla 57
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la proteina/creatinina total en orina
en el rifién de ratas Sprague-Dawley
Relacion proteina/creatinina en orina
PBS 1,50
ISIS 420913 19,51
ISIS 420921 5,07
ISIS 420922 4,72
ISIS 420950 5,61
ISIS 420955 5,57
ISIS 420957 5,40
ISIS 420959 4,39

Ensayos hematoldgicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratas se envié a Antech Diagnostics para las mediciones y los
analisis del hematocrito (HCT), el volumen corpuscular medio (MCV), la hemoglobina corpuscular media (MCH), y la
concentracién de hemoglobina corpuscular media (MCHC), asi como las mediciones de los recuentos sanguineos
diferenciales, tales como los de WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos), RBC y plaquetas, y el contenido total de
hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 58 y 59. Los porcentajes indicados en las tablas indican el
cambio porcentual en el recuento sanguineo completo en comparacién con el testigo con PBS.

Tabla 58
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo completo (%)
en comparacion con el testigo con PBS en ratas Sprague-Dawley
WBC RBC Hemoglobina HCT MCV MCH MCHC
PBS 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
ISIS 420913 1,7 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 1,0
ISIS 420921 1,6 0,9 0,9 0,9 1,0 1,0 1,0
ISIS 420922 1,6 0,9 0,9 0,8 1,0 1,0 1,0
ISIS 420950 2,2 0,7 0,7 0,7 1,0 1,0 1,0
ISIS 420955 1,9 0,7 0,8 0,7 1,1 1,2 1,0
ISIS 420957 3,1 0,8 0,8 0,8 1,0 1,0 1,0
ISIS 420959 2,2 0,8 0,8 0,8 1,0 1,0 1,0
Tabla 59
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento sanguineo diferencial (%)
en comparacion con el testigo con PBS en ratas Sprague-Dawley
Neutrofilos Linfocitos Monocitos Plaguetas
PBS 1,0 1,0 1,0 1,0
ISIS 420913 0,5 1,1 1,7 0,7
ISIS 420921 0,7 1,0 1,6 0,6
ISIS 420922 0,5 1,1 1,3 0,7
ISIS 420950 0,8 1,0 2,3 0,7
ISIS 420955 0,5 1,0 2,4 0,7
ISIS 420957 0,7 1,0 1,6 0,3
ISIS 420959 0,5 1,1 1,3 n.d.

Ejemplo 19: estudios farmacocinéticos de la semivida de la concentracion de oligonucleétido antisentido en
higado y rifidn de rata Sprague-Dawley
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Se tratd a ratas Sprague Dawley con los oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados a partir de los
estudios descritos en el Ejemplo 18, y se evalu6 la semivida del oligonucleétido, asi como el tiempo transcurrido para
la degradacion y la eliminacién del oligonucleétido del higado y del rifién.

Tratamiento

Se inyectaron a grupos de cuatro ratas Sprague Dawley cada uno, por via subcutanea dos veces a la
semana durante 2 semanas, 20 mg/kg de ISIS 420913, ISIS 420921, ISIS 420922, ISIS 420950, ISIS 420955, ISIS
420957 e ISIS 420959. Tres dias después de la ultima dosis, se sacrifico a las ratas y se recolectaron los higados y
los rifiones para su andlisis.

Medicion de la concentracion de oligonucledétido

Se midié la concentracion del oligonucleétido de longitud completa, asi como la concentracion total de
oligonucledtido (incluida la forma degradada). El método utilizado es una modificacion de los métodos publicados
anteriormente (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consiste en una extraccion con fenol-cloroformo (liquido-
liquido) seguida de una extraccion en fase sélida. Antes de la extraccion se afiadié un patrén interno (ISIS 355868,
un oligonucledtido fosforotioato modificado 2’-O-metoxietilado 27-mero, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
indicado en el presente documento como SEQ ID NO: 166). Las concentraciones de la muestra de tejido se
calcularon mediante curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente
1,14 pg/g. Los resultados se presentan en las Tablas 60 y 61, expresados como pg/g de tejido hepatico o renal.
También se calcul6 la relacién entre rifion e higado de la concentracion de oligonucleétido, y se presenta en las
Tablas 60y 61.

Tabla 60
Concentracion de oligonucleétido de longitud completa (ug/g) y relacién en el higado y el rifion
de ratas Sprague-Dawley
ISIS NO. Higado Rifidon Relacion rifion/higado
420913 154 285 1,9
420921 147 293 2,0
420922 226 497 2,2
420950 161 411 2,6
420955 152 383 25
420957 235 453 1,9
420959 187 513 2,7
Tabla 61
Concentracion total de oligonucledétido (ug/g) en el higado y el rifidn de ratas Sprague-Dawley
ISIS NO. Higado Rifidon Relacion rifion/higado
420913 180 310 1,7
420921 159 305 1,9
420922 238 544 2,3
420950 168 466 2,8
420955 156 442 2,8
420957 244 551 23
420959 202 534 2,6

Ejemplo 20: inhibicidon dependiente de la dosis in vivo de la transtiretina humana en ratones transgénicos

Se eligieron ISIS 420913, ISIS 420921, ISIS 420922, ISIS 420957 e ISIS 420959, que presentaron una
buena eficacia y tolerabilidad, como se demuestra en los Ejemplos 16-19, para el estudio de atenuacién génica de la
diana dependiente de la dosis en ratones transgénicos que contenian el gen de la transtiretina humana. ISIS 420950
e ISIS 420955, que demostraron un 90% o mas de atenuacion génica de la diana, pero que también demostraron
toxicidad en ratones CD1 (Ejemplos 16-19), también se eligieron para este estudio para la comparacion.

Tratamiento

Se inyectaron a grupos de cuatro ratones cada uno, dos machos y dos hembras, por via subcutanea dos
veces a la semana durante 4 semanas, 4 mg/kg, 10 mg/kg o 25 mg/kg de ISIS 420913, ISIS 420921, ISIS 420922,
ISIS 420950, ISIS 420955, ISIS 420957 o ISIS 420959. Se inyectaron a un grupo de cuatro ratones, dos machos y
dos hembras, por via subcutanea dos veces a la semana durante 4 semanas, 25 mg/kg del oligonucleétido testigo,
ISIS 141923. Se inyectdé PBS a un grupo testigo de cuatro ratones, dos machos y dos hembras, por via subcutanea
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dos veces a la semana durante 4 semanas. Se tomaron muestras de plasma de cada grupo los dias 0, 14 y 28. Dos
dias después de la ultima dosis, se sacrificd a los ratones y se recolectaron los 6rganos para su posterior analisis.

Andlisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el andlisis PCR en tiempo real de la transtiretina utilizando el
juego de cebador y sonda RTS3029. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicién de la transtiretina
humana, con respecto al testigo con PBS. Tal como se muestra en la Tabla 62, el tratamiento con los
oligonucleétidos antisentido ISIS dio como resultado una significativa reduccién dependiente de la dosis del ARNm
de la transtiretina humana en comparacion con el testigo con PBS. El tratamiento con el oligonucleétido testigo, ISIS
141923 no dio como resultado una reduccion significativa de la transtiretina, como era de esperar.

Tabla 62
Inhibicién del ARNm de la transtiretina humana en el higado de ratones transgénicos para hTTR
con respecto al testigo con PBS
ISIS NO. Dosis (mg/kg) % de inhibicién
25 78
420913 10 65
4 32
25 76
420921 10 64
4 13
25 80
420922 10 53
4 21
25 92
420950 10 77
4 57
25 88
420955 10 56
4 23
25 85
420957 10 72
4 32
25 75
420959 10 26
4 11
141923 25 0

Analisis de proteinas

Se midieron los niveles proteicos de transtiretina humana en el plasma de ratones transgénicos mediante
ELISA utilizando un anticuerpo policlonal contra la transtiretina (Abcam Ab37774) y un anticuerpo de deteccion de
oveja contra TTR marcado con peroxidasa de rabano picante (Abcam, n° de cat. 35217). La reaccién coloreada se
desarrollé con el kit de sustrato TMB ImmunoPure® y se midi6 la absorbancia a 450 nm con un espectrofotometro
para placas de microtitulacion. Las muestras de plasma se tomaron predosis y los dias 7, 14, 21 y 28. Los resultados
se presentan en la Tabla 63, expresados como porcentaje de inhibicion en comparacién con los niveles predosis, y
demuestran una reduccién dependiente del tiempo y dependiente de la dosis de los niveles de proteina al tratarse
con los oligonucleétidos ISIS.

Tabla 63
Inhibicién de la proteina transtiretina humana en el plasma de ratones transgénicos para hTTR
con respecto a los niveles predosis
ISIS NO. Dosis (mg/kg) do di4 d28
25 0 73 93
420913 10 0 27 96
4 0 25 54
25 0 73 90
420921 10 0 63 79
4 0 42 67
25 0 63 96
420922 10 0 57 89
4 0 38 77
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25 0 95 97
420950 10 0 71 96
4 0 29 53
25 0 84 96
420955 10 0 53 91
4 0 20 30
25 0 83 93
420957 10 0 51 66
4 0 32 49
25 0 74 80
420959 10 0 31 58
4 0 0 0
141923 25 0 22 0

Peso corporal y peso de los érganos

Los pesos corporales de los ratones se midieron predosis y al final del periodo de tratamiento. Los pesos
corporales se presentan en la Tabla 64 y se expresan como aumento porcentual frente al peso del testigo con PBS
anotado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, bazo y rifién se midieron al final del estudio, y
también se presentan en la Tabla 64 como un cambio porcentual frente a los pesos de los érganos respectivos del
testigo con PBS.

Tabla 64
Cambio en los pesos corporales y de los 6rganos de ratones transgénicos después del tratamiento
con oligonucleétidos antisentido (%)
Peso corporal Higado Bazo Rifidon
PBS 6,4 0,0 0,0 0,0
25 8,1 0,3 11,4 4,1
ISIS 420913 10 10,6 -8,6 14,3 13,6
4 7,4 37 5,0 12,0
25 10,5 8,8 25,6 -0,1
ISIS 420921 10 9,7 57 10,8 4,0
4 8,7 -4,4 16,0 11,0
25 8,4 5,6 18,0 1,7
ISIS 420922 10 9,2 -1,7 27,1 6,3
4 8,1 -2,1 -11,4 51
25 12,8 14,3 22,8 1,7
ISIS 420950 10 8,4 4,3 -2,8 0,6
4 9,1 04 14,2 15
25 10,1 14,6 17,7 -4,4
ISIS 420955 10 11,8 5,6 -0,3 14
4 7,9 4,7 -12,3 45
25 12,8 6,4 33,1 2,8
ISIS 420957 10 14,5 13,9 -6,3 9,7
4 7,4 -5,4 12,2 6,2
25 10,0 2,4 72,7 23,3
ISIS 420959 10 7,2 -5,4 40,2 9,8
4 4,1 -4,4 27,8 -6,6
ISIS 141923 25 9,2 -1,3 20,4 -5,5

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion hepatica, se midieron las
concentraciones plasmaticas de aminotransferasas con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y
AST (aspartato aminotransferasa) y los resultados se presentan en la Tabla 65, expresados en IU/l. También se
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midieron los niveles plasmaticos de bilirrubina con el mismo analizador de quimica clinica; los resultados también se
presentan en la Tabla 65 y se expresan en mg/dl.
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Tabla 65
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos
en el higado de ratones transgénicos
Dosis (mg/kg) ALT (1U/) AST (1U/1) TBIL (mg/dl)

PBS 47 63 0,16

25 42 69 0,13

ISIS 420913 10 49 90 0,17
4 42 59 0,18

25 56 96 0,12

ISIS 420921 10 51 68 0,22
4 42 75 0,14

25 50 76 0,12

ISIS 420922 10 40 170 0,14
4, 37 48 0,13

25 74 116 0,14

ISIS 420950 10 37 67 0,13
4 34 64 0,11

25 46 117 0,15

ISIS 420955 10 54 76 0,16
4 50 153 0,17

25 40 73 0,13

ISIS 420957 10 36 63 0,20
4 37 61 0,12

25 51 92 0,19

ISIS 420959 10 48 69 0,13
4 37 67 0,13

ISIS 141923 25 44 79 0,12

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) con un analizador automatizado de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 66, expresados en mg/dl.
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Tabla 66
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el BUN (mg/dl)
en el rifidn de ratones transgénicos
Dosis (mg/kg) BUN

PBS - 23

25 24

ISIS 420913 10 22
4 20

25 24

ISIS 420921 10 22
4 23

25 23

ISIS 420922 10 22
4 24

25 22

ISIS 420950 10 26
4 23

25 23

ISIS 420955 10 24
4 25

25 20

ISIS 420957 10 22
4 20

25 25

ISIS 420959 10 22
4 22

ISIS 141923 25 19
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Ejemplo 21: confirmacion de respuesta a la dosis de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a la
transtiretina humana en hepatocitos primarios de mono Cynomolgus

Se seleccionaron los gapmers que mostraron tolerabilidad en ratones CD1 y ratas Sprague Dawley
(estudios descritos en los Ejemplos 17-19), asi como potencia en los ratones transgénicos (estudios descritos en los
Ejemplos 16 y 20) y se ensayaron a diversas dosis en hepatocitos primarios de monos Cynomolgus. Las células se
sembraron a una densidad de 35.000 células por pocillo y se transfectaron mediante electroporacion con
concentraciones 156,25 nM, 312,5nM, 625nM, 1.250nM 2.500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM y 20.000 nM de
oligonucleétido antisentido, tal como se especifica en la Tabla 67. Después un periodo de tratamiento de
aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de la transtiretina
mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el juego de cebador y sonda para la transtiretina humana
RTS1396 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de la transtiretina se ajustaron segun el contenido
total de ARN, medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la
transtiretina, con respecto a las células testigo sin tratar. Tal como se ilustra en la Tabla 67, los niveles de ARNm de
la transtiretina se redujeron de manera dependiente de la dosis en los hepatocitos tratados con todos los
oligonucleétidos ISIS, que presentan reactividad cruzada con el gen de la transtiretina de mono rhesus, indicado en
el presente documento como SEQID NO: 4 (exones 1-4 extraidos del n° de registro del GENBANK
NW_001105671.1).

Tabla 67
Inhibicién por antisentido dependiente de la dosis de la transtiretina humana en hepatocitos primarios
de mono Cynomolgus mediante electroporacion
SIS No. | 156:25 | 312,5 | 625 | 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | Clso desi'rt]'i‘(’:io
nM nM nM nM nM nM nM nM (UM) diana
304299 0 0 25 42 89 95 98 99 1,4 504
420913 0 0 42 49 84 96 98 98 1,2 502
420915 0 8 46 58 84 94 97 99 1 505
420921 0 0 26 30 53 74 94 97 2 512
420922 4 0 13 29 38 69 87 97 2,9 513
420950 23 27 60 71 88 94 98 98 0,6 577
420955 19 0 25 50 74 86 93 97 1,4 582
420957 0 0 15 34 65 72 87 94 2,2 584
420959 3 12 10 37 71 88 94 94 1,5 586

Ejemplo 22: medicién de la viscosidad de los oligonucledtidos antisentido ISIS dirigidos a la transtiretina
humana

Se midi6 la viscosidad de los oligonucle6tidos antisentido de los estudios descritos en el Ejemplo 21 con el
objetivo de excluir los oligonucleétidos antisentido con una viscosidad superior a 40 cP. Los oligonucleétidos con una
viscosidad superior a 40 cP serian demasiado viscosos para administrarse a cualquier sujeto.

Los oligonucledtidos ISIS (32 mg-35 mg) se pesaron en un vial de vidrio, se afiadieron 120 ul de agua y el
oligonucledtido antisentido se disolvié hasta obtener una soluciéon calentando el vial a 50°C. Parte (75 pl) de la
muestra precalentada se pipeted a un microviscosimetro (Cambridge). La temperatura del microviscosimetro se fijé a
25°C y se midio la viscosidad de la muestra. Otra parte (20 pl) de la muestra precalentada se pipeteé en 10 ml de
agua para la lectura UV a 260 nM a 85°C (instrumento Cary UV). Los resultados se presentan en la Tabla 68 e
indican que todas las soluciones de oligonucleétidos antisentido son 6ptimas en cuanto a su viscosidad conforme al
criterio indicado anteriormente.

Tabla 68
Viscosidad y concentracién de los oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos a
la transtiretina humana
ISIS No. Viscosidad (cP) Concentracion (mg/ml)
304299 9,9 169
420913 6,5 178
420915 8,4 227
420921 8,2 234
420922 53 191
420950 12,5 297
420955 15,7 259
420957 12,9 233
420959 18,7 276
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Ejemplo 23: medicién de la semivida del oligonucleétido antisentido en el higado de ratéon CD1

Se tratd a ratones CD1 con los oligonucleétidos antisentido 1SIS de los estudios descritos en el Ejemplo 22
y se evalué la semivida del oligonucleétido, asi como el tiempo transcurrido para la degradacion y la eliminacion del
oligonucleétido del higado.

Tratamiento

Se inyectaron a grupos de doce ratones CD1 cada uno, por via subcutanea dos veces por semana durante
2 semanas, 50 mg/kg de ISIS 420913, ISIS 420921, ISIS 420922, ISIS 420950, ISIS 420955, ISIS 420957 e ISIS
420959. Se sacrifico a cuatro ratones de cada grupo 3 dias, 28 dias y 56 dias después de la dosis final. Los higados
se recolectaron para su analisis.

Medicién de la concentracion de oligonucleétido

Se midié la concentracion del oligonucleétido de longitud completa, asi como la concentracién total de
oligonucleétido (incluida la forma degradada). EI método utilizado es una modificacion de los métodos publicados
anteriormente (Leeds et al., 1996 Geary et al., 1999) que consiste en una extraccion con fenol-cloroformo (liquido-
liquido) seguida de una extraccion en fase sdlida. Antes de la extraccion se afiadié un patron interno (ISIS 355868,
un oligonucledtido fosforotioato modificado 2’-O-metoxietilado 27-mero, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
indicado en el presente documento como SEQ ID NO: 166). Las concentraciones de la muestra de tejido se
calcularon mediante curvas de calibracién, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente
1,14 ug/g. A continuacion, se calcularon las semividas mediante el software WinNonlin (PHARSIGHT).

Los resultados se presentan en la Tablas 6, expresados como ug/g de tejido hepatico. La semivida de cada
oligonucleétido se presenta en la Tabla 70.

Tabla 69
Concentracion de oligonucleétido de longitud completa (1g/g) en el higado de ratones CD1
ISIS No. 3 dias 28 dias 56 dias
420913 243 109 33
420921 225 49 6
420922 310 129 53
420950 254 88 62
420955 308 137 79
420957 325 129 49
420959 258 97 37
Tabla 70
Semivida del oligonucleétido (dias) en el higado de ratones CD1

ISIS No. Semivida (dias)

420913 18,5

420921 10,0

420922 20,7

420950 26,4

420955 27,2

420957 19,5

420959 18,9

Ejemplo 24: efecto de los oligonucledtidos antisentido ISIS dirigidos a la transtiretina humana en monos
Cynomolgus

Se tratdé a monos Cynomolgus con los oligonucleétidos antisentido ISIS de los estudios descritos en los
Ejemplos 21, 22 y 23. Se evaluaron la eficacia y la tolerabilidad de los oligonucledtidos antisentido, asi como su perfil
farmacocinético en el higado y el rifién.

Tratamiento

Antes del estudio, se mantuvo a los monos en cuarentena durante un periodo de tiempo de 30 dias,
durante el cual se llevaron a cabo los perfiles hematol6gico y de quimica sanguinea convencionales, el examen de
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muestras fecales en busca de huevos y parasitos, y una prueba de la tuberculosis, para excluir a los monos
enfermos o0 con anomalias. Se inyectaron a nueve grupos de cuatro monos Cynomolgus macho asignados
aleatoriamente cada uno, por via subcutanea tres veces por semana durante la primera semana y, posteriormente,
dos veces a la semana durante las siguientes 11 semanas, 25 mg/kg de ISIS 304299, ISIS 420915, ISIS 420921,
ISIS 420922, I1SIS 420950, ISIS 420955, ISIS 420957 o ISIS 420959. Se inyecté PBS a un grupo testigo de 4 monos
Cynomolgus, por via subcuténea tres veces por semana durante la primera semana y, posteriormente, dos veces a
la semana durante las siguientes 11 semanas. Se recogieron muestras de sangre 5 dias antes del tratamiento, asi
como en varios dias del periodo de estudio, y se analizaron. Los animales se mantuvieron en ayunas durante al
menos 13 horas (una noche) antes de la recogida de sangre. Los sacrificios al final del estudio de todos los grupos
se llevaron a cabo el dia 86, que fue 48 horas después de la Ultima dosis.

Durante el periodo de estudio, se observé a los monos diariamente para detectar signos de enfermedad o
sufrimiento. Se retir6 a cualquier animal que mostrase efectos adversos al tratamiento, y se envio al veterinario y al
director del estudio. Todos los animales tratados con ISIS 420955 se retiraron del estudio el dia 31 debido a los
sintomas de enfermedad que presentaron 2 monos del grupo. Del mismo modo, un mono de cada uno de los grupos
tratados con ISIS 420957 e ISIS 420950 se retiré del estudio los dias 44 y 76, respectivamente, por la presencia de
signos de enfermedad.

Estudios de inhibicién

Andlisis de ARN

El dia 86, se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis PCR en tiempo real de la transtiretina
utilizando el juego de cebador y sonda RTS3029. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de la
transtiretina, con respecto al testigo con PBS, normalizados con respecto a la ciclofilina. Se obtuvieron resultados
similares al ser normalizados con RIBOGREEN®. Tal como se muestra en la Tabla 71, el tratamiento con los
oligonucleétidos antisentido ISIS dio como resultado una reduccion significativa del ARNm de la transtiretina en
comparacion con el testigo con PBS. En concreto, el tratamiento con ISIS 420915 provoco una mayor inhibicién del
ARNm de la TTR que el tratamiento con ISIS 304299, a pesar de que los dos oligonuclettidos difieren entre si en un
solo cambio de pares de bases. Los datos para los animales tratados con ISIS 420955 se recogieron el dia 31.

Tabla 71
Inhibicién del ARNm de la transtiretina en el higado de mono Cynomolgus
con respecto al testigo con PBS
ISIS No % de inhibicién
304299 59
420915 78
420921 54
420922 61
420950 91
420955* 79
420957 64
420959 55
(*Datos del dia 31)

Andlisis de proteinas

Se mantuvo a los monos en ayunas durante la noche antes de la recogida de sangre. Se recogio
aproximadamente 1 ml de sangre de todos los animales disponibles y se coloc6 en tubos que contenian la sal
potéasica del EDTA. Se centrifugaron los tubos (3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente) para obtener
el plasma. Los niveles proteicos de transtiretina se midieron en el plasma con un analizador clinico. Las muestras de
plasma se tomaron predosis (el dia -5) y los dias 1, 9, 16, 23, 30, 44, 58, 72 y 86. Los resultados se presentan en la
Tabla 72, expresados como porcentaje de inhibicion en comparacién con los niveles predosis, y demuestran una
reduccion dependiente del tiempo de los niveles de proteina con el tratamiento con los oligonucleétidos ISIS. Los
niveles plasmaticos finales de TTR se presentan en la Tabla 73, y demuestran la fuerte correlacion entre la
reduccion del nivel proteico de TTR vy la inhibicion del ARNm de la TTR (Tabla 71). En concreto, el tratamiento con
ISIS 420915 provocé una mayor inhibicién de la proteina plasmatica TTR que el tratamiento con ISIS 304299
(inhibicién del 76% frente a una inhibicién del 47%), a pesar de que los dos oligonucleétidos difieren entre si en un
solo cambio de pares de bases.

Tabla 72

Cronologia de la reduccioén del nivel proteico de transtiretina en el plasma de mono Cynomolgus
con respecto a los niveles predosis

ISISNo. | Dia0 | Dia9 | Dia16 | Dia23 | Dia30 | Dia44 | Dia58 | Dia72 | Dia 86

304299 4 15 21 23 26 27 31 38 47
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420915 2 8 23 34 42 54 63 70 76
420921 5 11 21 31 23 27 30 40 50
420922 0 17 37 42 49 49 50 49 54
420950 0 39 63 68 72 79 85 82 87
420955 0 42 63 80 81 n/d n/d n/d n/d
420957 2 18 28 26 26 35 35 41 50
420959 0 25 29 28 32 38 42 43 50
n/d= el estudio terminé el dia 31 para los animales tratados con ISIS 420955; por lo tanto no
hay datos

disponibles para los dias posteriores.

Tabla 73
Reduccion del nivel proteico de transtiretina en el plasma de mono Cynomolgus, el dia 86,

con respecto a los niveles predosis
ISIS No. % de reduccion
304299 47
420915 76
420921 50
420922 54
420950 87
420957 50
420959 50

También se midieron en el plasma los niveles proteicos de RBP4 utilizando un kit de ELISA. Las muestras
de plasma se tomaron predosis (el dia -5) y los dias 9, 16, 23, 30, 44, 58, 72 y 86. Los resultados se presentan en la
Tabla 74, expresados como porcentaje de inhibicion en comparacion con los niveles predosis. Algunos de los
oligonucledtidos ISIS (ISIS 420915, ISIS 420922, ISIS 420950, ISIS 420955 e ISIS 420959) demostraron una
reduccion dependiente del tiempo de los niveles de proteina, concomitante con la reducciéon de TTR. Los niveles
plasmaticos finales de RBP4 se presentan en la Tabla 75 y también demuestran la fuerte correlacion entre las
reducciones del nivel proteico de TTR y RBP4 (Tabla 73) al tratarse con los oligonucleétidos anteriormente
mencionados. En concreto, el tratamiento con ISIS 420915 provoc6 una mayor inhibicién de la proteina plasmatica
RBP4 que el tratamiento con ISIS 304299 (inhibicion del 63% frente a una inhibicion del 19%), a pesar de que los
dos oligonucleétidos difieren entre si en un solo cambio de pares de bases.

Tabla 74

Cronologia de la reduccion del nivel proteico de RBP4 en el plasma de mono Cynomolgus
con respecto a los niveles predosis

ISIS No. Dia 9 Dia 16 Dia 23 Dia 30 Dia 44 Dia 58 Dia 72 Dia 86
304299 0 6 10 4 1 9 13 19
420915 5 22 22 30 38 47 54 63
420921 0 0 0 0 0 0 6 24
420922 4 19 16 34 33 29 15 32
420950 30 44 46 47 52 54 47 48
420955 6 36 53 65 n/d n/d n/d n/d
420957 0 10 0 0 0 0 3 27
420959 18 22 14 17 19 25 22 34

n/d= el estudio terminé el dia 31 para los animales tratados con ISIS 420955; por lo tanto no hay datos
disponibles para los dias posteriores.

Tabla 75
Reduccion del nivel proteico de RBP4 en el plasma de mono Cynomolgus, el dia 86,
con respecto a los niveles predosis
ISIS No. % de reduccion
304299 19
420915 63
420921 24
420922 32
420950 48
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420957 27
420959 34

Estudios de tolerabilidad

Mediciones del peso corporal y de los érganos

Para evaluar el efecto de los oligonucle6tidos ISIS sobre la salud general de los animales, se midieron los
pesos corporales y de los 6rganos el dia 86. Los datos para los animales tratados con ISIS 420955 se recogieron el
dia 31. Los pesos corporales se midieron y se compararon con aquellos a niveles predosis. Se midieron los pesos de
los 6rganos, y los pesos de los grupos de tratamiento se compararon con los correspondientes pesos del testigo con
PBS. Los datos se presentan en la Tabla 76.

Tabla 76
Cambios porcentuales del peso final corporal y de los érganos en el mono Cynomolgus
con respecto a los niveles predosis

ISIS No. | Peso corporal Peso del higado Peso de rifidon Peso del bazo
304299 +6 +27 +37 +53
420915 +6 +37 +26 +41
420921 +4 +42 +43 +22
420922 +4 +45 +39 +63
420950 0 +204 +166 +297
420955 -3 +36 +81 +70
420957 -6 +55 +184 +109
420959 0 +57 +101 +112
(*Datos del dia 31)

Funcién hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién hepéatica, se recogieron muestras de
sangre de todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se recogieron en tubos sin anticoagulante para la
separacion del suero. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 90 minutos y, a continuacion, se
centrifugaron (3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente) para obtener el suero. Se midieron las
concentraciones de aminotransferasas con un analizador de quimica Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Japon). El
dia 86 se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina aminotransferasa) y AST (aspartato
aminotransferasa), y los resultados se presentan en la Tabla 77, expresados en IU/Il. La fosfatasa alcalina, que es
sintetizada en mayores cantidades por las células hepaticas dafiadas, también es un marcador de enfermedad
hepética, y se midié de manera similar. La proteina C-reactiva (CRP), que se sintetiza en el higado y que sirve de
marcador de la inflamacién, también se midié6 de manera similar el dia 86. Los datos de la fosfatasa alcalina y de la
CRP se presentan también en la Tabla 77. La bilirrubina también es un marcador metabdlico hepatico y se midi6 de
manera similar, y se presenta en la Tabla 77, expresada en mg/dl.

Tabla 77
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los marcadores metabdlicos hepaticos
en plasma de mono Cynomolgus
AST (1U/l) ALT (Ul ALP (1U/1) CRP (mg/l) Bilirrubina (m/dl)
PBS 60 54 955 2,4 0,24
ISIS 304299 81 101 747 3,3 0,17
ISIS 420915 68 62 672 1,6 0,15
ISIS 420921 98 107 832 3,2 0,14
ISIS 420922 94 96 907 2,4 0,15
ISIS 420950 132 94 1032 12,9 0,11
ISIS 420957 100 73 868 23,5 0,15
ISIS 420959 70 63 811 16,0 0,13

Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion renal, se recogieron muestras de sangre
de todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se recogieron en tubos sin anticoagulante para la
separacion del suero. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 90 minutos y, a continuacion, se
centrifugaron (3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente) para obtener el suero. El dia 86 se midieron
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las concentraciones de BUN y creatinina con un analizador de quimica Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Japon).
Los resultados se presentan en la Tabla 78, expresados en mg/dl.

Se recogieron muestras de orina mediante drenaje desde unas bandejas para jaula especiales de acero
inoxidable el dia 5 antes del estudio y, posteriormente, los dias 25 y 84. Se midio la relacion entre proteina y
creatinina total en orina con un analizador de quimica Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Japén), y los resultados se
presentan en la Tabla 79.

Tabla 78
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los niveles plasmaticos de BUN y creatinina
(mg/dl) en monos Cynomolgus
BUN Creatinina
PBS 28 0,86
ISIS 304299 27 0,85
ISIS 420915 25 0,90
ISIS 420921 33 0,99
ISIS 420922 28 0,86
ISIS 420950 36 0,97
ISIS 420957 35 0,86
ISIS 420959 27 0,89
Tabla 79
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la relacion entre proteina y creatinina
en orina en monos Cynomolgus
Dia -5 Dia 25 Dia 84
PBS 0,003 0,01 0,00
ISIS 304299 0,000 0,01 0,00
ISIS 420915 0,003 0,00 0,00
ISIS 420921 0,033 0,13 0,09
ISIS 420922 0,010 0,05 0,02
ISIS 420950 0,008 0,29 0,21
ISIS 420955 0,000 0,61 n/d
ISIS 420957 0,000 0,48 0,36
ISIS 420959 0,005 0,08 0,03
n/d= el estudio terminé el dia 31 para los animales tratados con ISIS 420955; por lo tanto no hay datos
disponibles para los dias posteriores.

Hematologia

Para evaluar cualquier efecto inflamatorio de los oligonucleétidos ISIS en los monos Cynomolgus, se
recogieron muestras de sangre de aproximadamente 0,5 ml de sangre de cada uno de los animales del estudio
disponibles en tubos que contenian la sal potasica del EDTA. Se analizaron las muestras para el recuento de
glébulos rojos (RBC), el recuento de glébulos blancos (WBC), los porcentajes de glébulos blancos individuales, tales
como los de monocitos, neutréfilos, linfocitos, asi como para el recuento de plaquetas y el hematocrito (%), utilizando
un analizador hematoldgico ADVIA120 (Bayer, EE.UU.). Los datos se presentan en la Tabla 80.

Tabla 80
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los parametros hematolégicos
en monos Cynomolgus
WBC RBC Plaquetas | Hematocrito | Linfocitos | Neutréfilos | Monocitos

(X 10%/ul) | (x 208/ul) | (x 1.000/ul) (%) (%) (%) (%)

PBS 9,6 53 415 40 62 35 1,8
ISIS 304299 11,6 5,2 395 38 68 26 31
ISIS 420915 10,3 51 382 36 72 22 3,5
ISIS 420921 9,8 52 385 36 60 34 25
ISIS 420922 11,6 52 396 37 62 29 54
ISIS 420950 13,7 4,4 260 33 51 34 7,8
ISIS 420957 18,6 4,7 298 33 52 35 9,1
ISIS 420959 7,7 4,8 306 32 62 29 55
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Andlisis de los factores de inflamacién

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre los factores implicados en la inflamacion, el dia 86
se recogio sangre de todos los animales disponibles para el andlisis del complemento C3, asi como para la medicién
de los niveles de citocinas. Para el analisis del complemento C3, se recogieron muestras de sangre en tubos sin
anticoagulante para la separacion del suero. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 90 minutos
y, a continuacién, se centrifugaron (3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente) para obtener el suero. Se
midié el complemento C3 con un analizador automatico (analizador de quimica Toshiba 200 FR NEO, Toshiba co.,
Japédn). Los datos se presentan en la Tabla 81, expresados en mg/dl.

Para los analisis del nivel de citocinas, se recogié sangre en tubos que contenian EDTA para la separacion
del plasma. A continuacion, se centrifugaron los tubos (3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente) para
obtener el plasma. Las muestras de plasma se enviaron a Aushon Biosystems Inc. (Billerica, MA) para la medicion
de los niveles de quimiocinas y citocinas. Los niveles de TNF-a se midieron mediante los respectivos anticuerpos de
primate, y los niveles de MIP-1a, MCP-1 y MIP-1f3 se midieron mediante los respectivos anticuerpos humanos con
reactividad cruzada. Las mediciones se tomaron 5 dias antes del inicio del tratamiento y los dias 3 y 86. Los
resultados se presentan en las Tablas 82-85.

Tabla 81
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el complemento C3 (mg/dl)
en monos Cynomolgus

C3

PBS 133
ISIS 304299 96
ISIS 420915 104
ISIS 420921 91
ISIS 420922 102
ISIS 420950 70
ISIS 420957 69
ISIS 420959 95

Tabla 82
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre MCP-1 (pg/ml)
en monos Cynomolgus
Dia -5 Dia 3 Dia 86
PBS 232 362 206
ISIS 304299 219 292 427
ISIS 420915 204 342 400
ISIS 420921 281 407 2120
ISIS 420922 215 482 838
ISIS 420950 170 370 3355
ISIS 420957 208 308 3485
ISIS 420959 237 715 2035
Tabla 83
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre TNF-a (pg/ml)
en monos Cynomolgus
Dia -5 Dia 3 Dia 86
PBS 60 46 16
ISIS 304299 46 35 24
ISIS 420915 113 83 30
ISIS 420921 57 50 56
ISIS 420922 30 59 46
ISIS 420950 48 54 266
ISIS 420957 29 33 87
ISIS 420959 22 77 74
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Tabla 84
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre MIP-1a (pg/ml)
en monos Cynomolgus
Dia -5 Dia 3 Dia 86

PBS 6 7 7
ISIS 304299 6 7 9
ISIS 420915 5 5 10
ISIS 420921 8 11 9
ISIS 420922 9 8 5
ISIS 420950 7 9 5
ISIS 420957 6 6 6
ISIS 420959 9 6 5

Tabla 85
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre MIP-13 (pg/ml)
en monos Cynomolgus
Dia -5 Dia 3 Dia 86

PBS 13 19 42
ISIS 304299 17 23 54
ISIS 420915 15 27 72
ISIS 420921 23 43 112
ISIS 420922 9 41 70
ISIS 420950 8 25 126
ISIS 420957 16 27 182
ISIS 420959 36 46 117

Ensayos de coagulacion

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre los factores implicados en la cascada de la
coagulacién, se emplearon las pruebas de coagulacion convencionales. Se midieron el PT y aPTT utilizando plasma
pobre en plaquetas (PPP) de los monos durante un periodo de 48 horas. Los valores de PT y aPTT se proporcionan
en las Tablas 86 y 87, y se expresan en segundos. También se cuantificaron los niveles de fibrinbgeno en el plasma
durante un periodo de 48 horas, y los datos se presentan en la Tabla 88. Tal como se muestra en las Tablas 86-88,
PT, aPTT vy fibrindgeno no se modificaron significativamente en los monos tratados con oligonucleétidos ISIS en
comparacion con el testigo con PBS.

Tabla 86
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el PT (seg.)
0 hr 1hr 4 hr 8 hr 24 hr 48 hr
PBS 10,08 10,38 10,10 10,33 9,83 9,40
ISIS 304299 10,38 10,30 10,48 10,20 9,95 9,53
ISIS 420915 10,15 10,13 10,38 9,93 9,75 9,48
ISIS 420921 10,28 10,13 10,43 10,18 9,80 9,55
ISIS 420922 9,95 10,00 10,05 9,70 9,48 9,28
ISIS 420950 10,30 10,47 10,57 10,27 9,63 9,50
ISIS 420957 10,63 10,47 10,60 10,77 10,33 10,27
ISIS 420959 10,08 10,10 10,20 10,15 9,80 9,55
Tabla 87
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el aPTT (seg.)
0 hr 1hr 4 hr 8 hr 24 hr 48 hr
PBS 19,40 19,70 20,13 20,20 19,43 17,30
ISIS 304299 21,83 24,35 27,05 25,73 22,40 18,78
ISIS 420915 20,05 22,83 23,83 24,00 21,78 17,90
ISIS 420921 24,15 26,68 31,78 31,90 27,80 22,15
ISIS 420922 25,28 29,48 34,83 33,90 29,13 25,08
ISIS 420950 28,13 31,40 35,40 35,40 31,40 28,37
ISIS 420957 29,13 33,27 39,13 37,40 36,50 29,93
ISIS 420959 22,45 24,73 29,18 28,38 25,50 20,65
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Tabla 88
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el fibrindgeno (mg/dl)
0 hr 1hr 4 hr 8 hr 24 hr 48 hr

PBS 212 203 240 247 282 272
ISIS 304299 175 172 198 207 227 200
ISIS 420915 213 196 204 258 257 215
ISIS 420921 208 209 230 237 301 249
ISIS 420922 278 277 335 338 400 304
ISIS 420950 293 295 348 376 390 296
ISIS 420957 280 299 344 330 434 328
ISIS 420959 276 277 354 326 414 320

Analisis de las pruebas tiroideas

Para evaluar el efecto de los oligonucle6tidos ISIS sobre las hormonas tiroideas, se mantuvo a los monos
en ayunas durante la noche y se extrajeron 3,5 ml de sangre de cada uno de los animales del estudio disponibles 5
dias antes del inicio del tratamiento y los dias 51 y 86. Las muestras de sangre recogidas se mantuvieron en tubos
sin anticoagulante para la separacion del suero. Los tubos se mantuvieron durante 90 minutos a temperatura
ambiente, después de lo cual se centrifugaron (3.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente) para obtener
el suero. Las muestras de suero se enviaron al laboratorio Biomarkers Core Laboratory de la Universidad de Emory
(Atlanta, GA) para el analisis de las pruebas tiroideas. Los resultados para la hormona estimuladora de la tiroides
(TSH) se proporcionan en la Tabla 89 y se expresan en pl/ml. Los resultados para la hormona T3 total y libre se
proporcionan en las Tablas 90 y 91. Los resultados para la hormona T4 total y libre se proporcionan en las Tablas 92
y 93. En general, el analisis de las pruebas tiroideas mostré que todos los animales se mantuvieron dentro de los
niveles hormonales aceptables aunque los niveles de expresion de transtiretina se redujeron, lo que demuestra que
los oligonucleodtidos antisentido dirigidos a la transtiretina no influian en los niveles hormonales.

Tabla 89
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre la TSH (ul/ml)
Dia -5 Dia 51 Dia 86
PBS 0,8 0,7 1,0
ISIS 304299 1,4 1,0 2,2
ISIS 420915 1,4 15 25
ISIS 420921 0,7 0,6 1,0
ISIS 420922 1,0 1,2 1,9
ISIS 420950 0,6 2,2 54
ISIS 420957 0,6 2,6 4,9
ISIS 420959 0,9 1,6 4,7
Tabla 90
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre la T3 total (ng/dl)
Dia -5 Dia 51 Dia 86
PBS 177 248 140
ISIS 304299 202 226 176
ISIS 420915 156 206 156
ISIS 420921 217 204 137
ISIS 420922 188 177 131
ISIS 420950 260 208 105
ISIS 420957 266 160 78
ISIS 420959 299 219 137
Tabla 91
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la T3 libre (pg/ml)
Dia -5 Dia 51 Dia 86
PBS 7,7 5,8 52
ISIS 304299 9,2 6,0 47
ISIS 420915 8,9 5,6 4,5
ISIS 420921 10,2 4,8 4,0
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ISIS 420922 8,9 54 3,7
ISIS 420950 7,2 3,8 2,1
ISIS 420957 8,8 4,0 2,4
ISIS 420959 8,3 4,9 3,3
Tabla 92
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la T4 total (ng/dl)
Dia -5 Dia 51 Dia 86

PBS 5,8 4.9 4.4
ISIS 304299 8,1 55 6,1
ISIS 420915 8,3 5,7 5,5
ISIS 420921 7,6 6,1 5,6
ISIS 420922 7,3 6,1 5,8
ISIS 420950 6,1 6,3 5,7
ISIS 420957 6,3 4.4 5,0
ISIS 420959 7,9 59 8,1

Tabla 93
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la T4 libre (pg/ml)
Dia -5 Dia 51 Dia 86

PBS 3,4 2,4 1,7
ISIS 304299 3,2 2,5 1,7
ISIS 420915 5,0 1,8 1,7
ISIS 420921 2,6 15 15
ISIS 420922 3,5 1,6 15
ISIS 420950 2,5 1,2 1,1
ISIS 420957 2,4 1,2 1,2
ISIS 420959 3,8 1,4 15

Estudios farmacocinéticos

Medicion de la concentracion de oligonucledétido

Se midié la concentracion del oligonucleétido de longitud completa, asi como la concentracién total de
oligonucleétido (incluida la forma degradada). EI método utilizado es una modificacion de los métodos publicados
anteriormente (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consiste en una extraccion con fenol-cloroformo (liquido-
liquido) seguida de una extraccion en fase sélida. Antes de la extraccion se afiadié un patrén interno (ISIS 355868,
un oligonucledtido fosforotioato modificado 2’-O-metoxietilado 27-mero, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
indicado en el presente documento como SEQ ID NO: 166). Las concentraciones de la muestra de tejido se
calcularon mediante curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente
1,14 pg/g. Se calcul6 la relacion entre las concentraciones en el rifién y en el higado. Los resultados se presentan en
las Tablas 94 y 95, expresados como ug/g de tejido.

Tabla 94
Concentracion de oligonucleétido de longitud completa (ug/g) en el higado de mono Cynomolgus
ISIS No. Rifion Higado Relacién rifibn/higado
304299 2179 739 2,9
420915 2439 1064 2,3
420921 4617 1521 3,0
420922 3957 1126 3,5
420950 3921 1082 3,6
420955 2444 1111 2,2
420957 3619 1230 2,9
420959 3918 1158 34
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Tabla 95
Concentracion total de oligonucleétido (ug/g) en el higado de mono Cynomolgus
ISIS No. Rifibn Higado Relacion rindn/higado
304299 3098 992 3,1
420915 3024 1266 2,4
420921 6100 1974 31
420922 4861 1411 3,4
420950 6003 1553 3,9
420955 2763 1208 2,3
420957 5420 1582 3,4
420959 5498 1501 3,7

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Isis Pharmaceuticals, Inc. Brett P. Monia Susan M. Freier Andrew M. Siwkowski

<120> MODULACION DE LA EXPRESION DE TRANSTIRETINA

<130> BIOL0123WO

<150> 61/329.538
<151> 29-04-2010

<150> 61/405.163
<151> 20-10-2010

<160> 177

<170> FastSEQ para Windows versién 4.0
<210>1

<211> 650

<212> ADN

<213> H. sapiens

<400>1

actcattectt

acagaagtcc
ctggactggt
tgatggtcaa
tgttcagaaa
ctggagaget
aaatagacac
aggtggtatt
gecccctacte
ctccagtgga
actaaagcag
attcctgtga

atttgtgtect
agttctagat
ggctgotgat
gcatgggote
caaatcttac
cacagccaac
ctattccacc
cctgaaggac
tgttttecace
aaggcacttt

ggcaggatgyg
gaggctggec
gctgtocgag
gacacctggg
acaactgagg
tggaaggcac
gactcecggee
acggctgtcg
gagggatggg
tcatatgcta
tcattccaaa

cttetecateg
ctacgggcac
gcagtectge
agccatttge
aggaatttgt
ttggcatctc
ccecgocgeta
tcaccaatecc
atttcatgta
tgttagaagt
daaaaaaaaa

<210> 2

<211> 8054
<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 2
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tectgetecte
cggtgaatcc
catcaatgtg
ctetgggaaa
agaagggata
cccattceat
caccattgecc
caaggaatga
accaagagta
ccaggcagag
aaaaaasaaa

ctctgeettg
aagtgtecte
googtgeaty
accagtgagt
tacaaagtgg
gagcatgeag
gcectgetga
gggacttecte
ttccattttt
acaataaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
650
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ttgttgacecc
gcagctagat
gecatctaaaa
gggaggaaaa
ttttgttttg
gtcaaatgac
gacaaggttc
gaatecagcag
tataaaagcc
cttecteateyg
ctacggtgag
agaagtgact
atctattttt
gagctgggac
atctggtacc
tgttaatact
caggagatta
aggcttagtg

atggatcecat
gtcattcaac
tgagagacaa
aattacceccc
ttttgattgt
ctattaagaa
atatttgtat
gtttgecagte
ccaggetggg
tetgeteocte
tgtttetgtg
ccttecaget
aatataatta
ttgaactctg
tcoctgtttect
gaattttecag
tattctggece
aacaatattec
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caagtgcaaa
atgaaataca
aaaatctata
aagaatgtta
tttgttttgt
tatttcatag
gggttactta
agattggcag
agcagcoate
ctotgeottyg
acatecccatt
ttgccaacca
attcaaactt
agcattctac
cagatagatg
aaaagtatcec
ctatagttat
tagtcagata

cattttctaa
ttattacaac
aaaatggaaa
gtgcacgeag
tttggttgtt
aacgaatgtt
ttetetettt
ggataagcag
acagaagtcc
ctggactggt
cctacattta
gottttatta
caaaaagaat
cteattgett
atagaaataa
ctccataaaa
tcaaaacgta
tctaattett
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tgcactatat
ttgcatctgt
acatgcatag
tcacacaggyg
ttgttttggt
ccgatgetet
gttgactaag
cctagcteag
actcattett
atttgtgtet
agattcacgc
ctagggeaag
gaagttccac
tggtgecatta
agatatgata
tgtatttggg
tttattgatt
aaatccteta

ttaagecectgt
ctaaaatctt
aaatatgtga
agaagactat
gacctaactg
aatctctcta
tcaataatca
gagaagtgag
ggcaggatgg
gaggctggee
taaatgaagt
ggtacccage
tgagecttact
ggtttgtaat
ttaaggaage
ggacaaactg
aatctttaaa
gaagaattaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
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ctaatactat
gggagtgact
gtacattaca
tcaggggacc
gtctggaggce
ggaagctcat
tttegoteca
aacttctecac
tcaaagttct
gaaaggctge
cocacaggac
catctgctaa
tgaaggatgc
ttaggggcag
caaccetttt
agaaaaaatg
agattccctg
aaaaggtata
ccaggcatet
cactttgggg
agatagaaga
gacttcatgt
ttttctacct
tgaccagaag
tatttacatc
tgattctteca
atttgggaat
gactattecta
ttteccttgea
tcagagtcag
agcaatttecc
gtttgttgect
tacaggttct
gtgtgcagat
cctggagaag
tcacagggac
taatccocage
cagcctggoc
ggtggcaggc
ctaggaggca
agagtaaaac
aaaaatctac
taggagtttt
tgtttatgtg
gogtaactta
tgggctcaca
atcttactgg
gaccttocgag
tttactcagt
tectattata
tgaaaatcca
ccactttata
cagaccccac
aacattctte
aacacatacc
taccaagcat
aatcctcagg
aaaatgaggc
agtagaaatg
cattatgccc
atttgtaacg
cocagtooce
aaatagaatc
cggcatgaaa
gtggttecett

aaaatgggtc
atagcaacaa
teottttecagt
tattttectecc
agaaaccatt
taattgtoga
gatttctaat
gtgtettocte
agatgotgto
tgatgacacc
ttggttttat
agaatttaca
cctotttttg
acagtagaga
gggtcacaga
cacagataca
gtgtoectgg
atgtgtatta
gtetgtagtt
cacctactgt
gatggatcca
ccaagagtgyg
gcactagcaa
acagagcaat
toccacagaga
accattattg
teocatttatgt
agggagagac
ccaggacaaa
taaagacaac
aacattcaac
ggcaaagagt
tottectact
gocctcaaage
tgcagagtta
tcoctttettaa
actttgggat
aacatggcaa
gcctgtaatc
gaggttgcag
tetgtetcaa
agtgagcttt
ccctacttect
tgttagttgg
atoccagactt
actgaggagg
aaggcacttg
ggttgttttg
gtaccacaga
caagaaaaaa
cttagtaaca
tgaatattga
gtagagtgta
attccaaaac
tatagagaca
acaccatgtg
aataagccac
accaggaagt
tttacaatta
caggaaactt
tgotetgtte
ctgocetteote
cagacatgtt
gggaactatt
tattagacaa
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tggatgtagt
ctaaaatgat
aattccacto
cttaaaattc
cttgotttgg
cacttacgtt
accacaaaga
tacacccagg
cgaggcagtc
tgggagccat
cttocogttt
agtagattga
ttttgottag
aaagaaggaa
acactttatg
cacacataca
gtaacaccaa
acccattaac
aatatggatc
gtgcaaggct
tgaggcaaag
cttotcacet
aaacttcaag
caggagaccc
agaatttctg
ggaagatcat
ttatataaaa
agaatggaca
aaaaaaaaga
tgoctattttt
tatggagctg
tatcagagag
ttaggtttta
tatcctcaca
gaacagctgt
gtaaacatta
gocaaagtgg
aactcecgtet
ccagctaatt
tgagctgaga
aaaaaaaaaa
tcaaaaagtt
gacttagttg
tgggggtgta
tcacacectta
aatttgtaga
gcatctoccco
gttttggttt
aatgtoctaa
ttecacaacac
tgacttgaac
tgtatctget
tgtaacaaga
acatctgget
ataaaatcaa
gcagacacaa
tgaggteagt
caaataactt
aggcccaggc
tttccottgt
cocctgoctat
cttaatttct
ggtocagagtt
ctctggetta
tgttaccagg

tectgacatta
ctcaggaaaa
aaatggagac
attatacaca
aaacaattac
coctgataatg
ataaatecctt
gocaccggtga
ctgccatcaa
ttgectetgg
goccctoact
aaaacgtagg
ctaggaagtg
tcagaactce
taggtgatga
aaatcatata
agctaagtgt
aaaaggaaag
acgccaaaace
gggggctgte
tacagcocccca
tcattageca
gaaaatacat
tttgcatececa
ttgggtttta
tttettaggt
tgocaageat
ccaaaaatat
agtgaaaaga
atctatcgta
gtacttacat
gttaaatata
cactgtgtgt
ccacaaggga
ggocacttge
tacctggeoog
gcecatatcate
ttatgaaaaa
gggaggctga
tegtgocatt
ttatacctac
tttacaaact
aggggaaatg
ttactttgee
taggaaaacc
agggatatac
attccatgag
ttgettttgg
ggaaggtgat
tetgagaage
ttacatgaaa
gttgaaataa
gatgcaccat
tecteggaggt
agtaataatg
ttataagtgt
actattatta
gtcaaaggtec
tgggtttgce
gaaagccaag
ggtgaggatec
taagtecattt
aaagatcaac
gtcatggatg
gaaacaacag
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ttttataaca
cctgtttgge
ttttaacaaa
tcectggttg
gtotgtgtta
ggatcagtgt
tcactctgat
atccaagtgt
tgtggeegtyg
gtaagttgeoco
tggtagagag
cagaggtcaa
accaggaacc
totoctetag
aaagtaaaca
tgtgatttta
ccttgtetta
gaattcagaa
caaggctttt
aagctcagtt
ggoctaatcocco
gttcacaatt
attaataaat
gcagaagagg
attgaacccc
ctggttttaa
aacatgaaaa
tccaatgtte
agaaaggagg
gctgttgcag
ggaaatagaa
taaaagggaa
gcaaatgata
gaggagocgag
atccaatecat
ggcacggtgg
tgaggteagg
tacaaaaatt
ggctggagaa
gcactccage
attctcttot
ttttgccatt
ttcataacat
atgcoatttg
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
cattocagga
gaatgaccaa
aaattteottt
ctactcatag
tagtttatga
tttatttetoc
ctggacaagt
gcaacacaat
tttoccatatt
tococcatett
acaagactag
ctcagttctg
cttaaaaaaa
ttcaaacagt
gaaacagatg
taattceocate
agactttcaa
gggtttgttt

actggtaaga
cotatgtatg
gcaactgttce
atagcagtgt
tactgagtag
gtaattettyg
caattttgtt
coctoctgatgg
catgtgttca
aaagaaccct
aggotcacat
gtatgceccte
tgagcatcat
ctgtggtttg
ttetatgoece
ggagtttcac
gaattttagg
atattattaa
goctaatgaa
aaaaaaaaaa
acgatcaccoc
ttecatggagt
ctaagcaaag
aactgctaag
aagaaccaca
ctggecttttt
gtggttacag
ttgtgaatct
aggggcataa
tcaaatggga
gttgeocctagt
aagagtcaga
ctcoctggtg
atcctgectgt
caatcttgaa
ctcacgecctg
agttcaagac
agccaggcat
toccocttgaat
ctgggtgaca
tatcagagaa
taatttcagt
gtttataaca
ttteocteocat
gagagctgca
tagacaccaa
tgagtataca
aatgcacagt
aggttccctt
ttgactttga
totatteoatt
ggcoagcoocto
gaaaacccgt
gattcttgge
agataacatt
taacctactt
atagatgaag
gaaatacaca
ctatgcctog
gaaaagccac
tatacatgga
gotgtecatgg
aaaaatagct
ttgcoctataaa
gacttoctggyg
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gceccacaagt
ccagcagcaa
aagacattge
ctgttgtttg
acatactgeec
tettgeoagta
cteotgotaga
aaaggactga
tacggagaac
gggtgcgtgg
ctctacecttg
tttattagga
tggagttttg
ctecgectee
ggtgtgcgec
gttggccagg
gtgeotgggat
attatgecte
gacaaaagac
cctaagagat
tatggctcac
atatttagaa
acaaaataaa
tatcccaact
ctactgattt
agttacaaag
cttcecacact
tgttatacat
gggggaatct
gtagactggg
gttteocaget
ctettcaatg
aatagataca
tttcggegtg
tggttccaaa
caaaatataa
gtgtecatctg
ggtggtattc
ccectactec
tcecagtggac
ctaaagcagt
ttectgtgaa
ccttcocaaaa
tgggcagaac
atatgatctg
aaccttecage
cttttttttt
gctagaatgc
ttetectgee
catttttgta
toctgaccte
gccactacac

<210>3

<400> 3

000

<210> 4
<211> 10001
<212> ADN

caacaagaga
gacatggacc
coctagagtce
cccaagagct
cacatgttgt
ttcattcaac
tgotgtggat
agtaagacag
aagagagagc
tgggctteat
gccagtgace
gctettagge
coctgtoace
caggttcaag
accacaccag
ctggtctgaa
tacaggtgtg
ttacaatttt
atttttatta
tecttaggtga
tcagatcett
caaaatgtat
tcaaattaaa
tgccteacte
gacagaactg
cttaaatgag
ctgtattgta
aaaaatatac
ctgggettgyg
acaatacaat
ccagaatgct
actcaatgca
gcctttagge
aatttgcaaa
ggcttagett
aagaataaaa
teocacgttttt
acagccaacg
tattccacca
ctgaaggacg
gttttcacct
aggcactttt
aaaagagaat
gctaggagag
cagccattaa
aaatagcaaa
ctttttttet
agtggtgtaa
tcagecctece
tttttagtag
aggtgatceca
cecgg
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gccccatcta
ccagtcaggg
tcagccccta
gggtctecage
tctettteat
aaacattaaa
ttagaaatga
attaagoagg
gagtagtgag
gcagcttett
caggtggtca
ctetteactt
caggctggaa
caattctect
gctaattttt
ctccagacct
agocacogtg
taagaagaat
gttgattcta
ttetcactte
ttttectect
ttatgcagag
cacatcttta
tgagaaccaa
tgtgactatc
ctetagtgea
aatagagccc
ttttetteatt
agacaggaga
aattcaagtc
aaatctctaa
gttttgecatt
tttctgggat
acaagacctg
gcoccagcatat
ttaattaagt
cgggctetgg
actcoggecc
cggctgtegt
agggatggga
catatgctat
cattccactt
caaaatttta
atccaaattt
aaagacacat
agacacattc
ttttteettt
tctcagctea
aagtaactgg
agatgggatt
cctgocteoag

ccaaggagca
caggagcagg
ccctegagta
ctgatgggaa
tagatcttag
aaaaaaaaaa
aaatacatcec
accgtecageoo
agatgagtcc
ctgataaatg
tagtagattt
catggatttt
tgcagtggtg
goctecagect
gtattttttg
caggtgatte
ccoggctact
caagtggget

gggaattgge
ctettgeoece

atccctaagt
tgtgtccaaa
ctgtettcota
ggctgtcecea
tggaacagca
tgecatatata
tgtaatgctt
catgttagaa
cttgecttec
tggtttgete
gtetgtggtt
cteoectacet
ttccecttagt
actctgtact
ttgagetttt
tggcactgga
tggaaatgga
ccgeegetac
caccaatcce
tttcatgtaa
gttagaagtc
taacttgatt
caaagaatca
ccattgtett
tctgtaaatg
caagggccca
tttgagacaa
ctgcaacctc
gattacaggc
ttgeccatgtt
cctoccaaag
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tgtccectgac
gtttecggegg
atagatctge
ccatataaaa
ctteettgte
agcattctat
cgacccttgg
cagottgaag
caatgcctca
cctocttcoag
accaagggaa
ttttteettt
caatcteage
cccgagtage
taaagacagg
acctgtetea
tcatggattt
gaaggtcaat
cttaagggga
agtattattt
aatccgggtt
cctcaaccca
cctatttaoct
gcacctgagt
ttttgatcea
tttcaaaatt
ttacttegta
aatgecaaaga
tactatggtt
atctgtaaat
ggcagccact
tttttttecta
caagctaggg
cctgetctaa
tecottetgtt
ctteceggtgg
tetgtetgte
accattgeceg
aaggaatgag
ccaagagtat
caggcagaga
ttttaaatte
aaggaattet
gcaagcaaag
agagagcctt
cttetttact
agtctecacte
tgettectgg
gcatgececace
ggctaggetg
tgotgggatt

tacccctecag
cgoccagcac
ctacctgaga
aggttcactg
tgcteotteat
gtgtggaaca
aatggaaggg
cccagataaa
ctttggtgac
aactggtcaa
aatggaaact
ttttttgaga
tcactgoaac
tgggactaca
ttttecaccac
gcctoccaaa
ttgattacag
gtecaccataa
geccotttett
ttgtttttogg
tettttteeo
aggcctgtat
gacctcaata
cgcagatatt
caatttgeceo
ccaccatgat
tttcattgect
ataggagggt
ccatcagaat
tgggaagaat
attgcagcag
aaaccaataa
tecatcectgac
ggactgtgeca
caaactgtte
tcagtecatgt
ttcteteata
ccctgetgag
ggacttetec
tcecattttta
caataaaaca
ccttattgte
agaaagtatec
cacgtattaa
atttteceotgt
gtgggcattt
tgttgeccag
gttcaagcga
acgcctagect
gtctacgaac
acaggcatga

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8054
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<213> Macaca mulatta

<400> 4

gaééctattc ctagttatgg tctcaactac atttgectcat tgectgtgagg ggtgagccca 60
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ceteceggag
ctacteocetg
tatcagttat
tgtatttgte
aaacacctga
cacacacaca
tttectggact
tetggttete
tggcagcttt
gtatttecage
acacgtgtaa
tcgagaccag
gctgecageca
tcaaaaaaaa
gaaggaagga
taaggaagga
tecttagattg
gaaattgctg
aaaatgtgag
attttctaat
tattacaact
aatggaaaac
gcacggagtc
acctcactgg
atctctctag
caataatcag
agaagtgggt
goaggatgge
aggctggteo
aaatgaggta
gtacccageoa
gagcttactg
gtttgtaatg
taaggaagct
ggcaaactge
atctttaaaa
aaggattaac
ggtaagaggg
tatgtatggt
aactgttecte
agcagtgtgt
ctgagtaggg
aattcttgtt
atgttgttaa
tctgatggte
cgtgttcaaa
ccacgggact
atectgectaaa
gaagatgccoc
aggggcagac
acocttttgg
aaaaaatgta
tcectggtgt
aggtgcaatg
ggcatctgte
tttggggcac
aaaaagacag
acccaacttc
gagtttttct
aattgaccga
aagtacttac
acacgattct
tttatttggt
caggactatt
tettttoect

toctecteoctyg
aaaacteocotg
gggaatgtte
caaaatattt
tttgtttate
tacacacaga
tgtattaata
acggtcatct
gttceggeat
gtogtcaatg
tcccageact
cctgggeaag
gctgtgatca
aggaaggaaa
aggaagggag
aggaaggaag
aagtggacct
actaagcaaa
cactgcoccaag
gcactatatt
tgcatectgte
atgcatagaa
acacagggag
tcaaatgace
acaaggttca
aatcagcagg
ataaaagcco
ttetecategt
tacggtgagt
ggagtgactc
tetattttta
agctgggact
tetggtatet
gttaatcctg
atgagattat
ggcettagtga
taateotataa
agtgactaga
acgttacatc
agggggccta
ctggaggcag
aagctcatta
ttgttoccaga
ctteotecactt
aaagttctag
aaggctgctg
tggttttatc
gaatttacaa
totttttgtt
agtagagaaa
gtcacagace
cagatacaca
coctgggtaa
tgtattaaceo
tgtagttcat
ctactgtgtg
aagaaatgga
atgtgcaaga
acctacacta
aagacagagc
ttetectoag
tcaaccatta
aattcattta
ctaagggaga
tgegtcagga

ES 2 625 689 T3

cacattccta
tgettecatga
cctcaactct
gtctgoteta
catgaacaaa
ggattctgta
cgtcggccag
ctactttctt
gcccagtgea
ccaggttgaa
ttggaaggee
aggctgaggt
tgtcactgca
gaaggaagga
ggagggaggyg
gaagggaggg
tatgtgggca
gcttocaaat
ggttttteect
taageoctgtg
taaaatcttg
atatgtgagg
aagactattt
tattaagaat
tatttgtatg
tttggagtca
caggctggga
ctgctectee
gtttetgtga
cttccagett
atatcattta
tgaactctgg
ccactteocote
aattttcaga
attctggoce
acaatatttt
aatgggtctg
gcaacaacta
ttttcagtaa
ttecteteocet
aaaccattct
actgktcaaca
tttctaacac
gtettoteta
atgcogtcog
atgagacctg
ttcccattgg
gtagattgaa
ttgcttaget
agaaggaatc
actttatgta
cacacaaaac
caccaaaggt
cactaacgaa
ttggatcacc
cagggctgga
tccatgagge
gtgacttcta
caaaaactcc
aataaggaga
agaagaattt
ttggtaagat
tgtttatata
gagaaaatgg
caaaaaaaaa

tgttoctgaa
tttcttgttg
tagtgctceca
tgtecttotac
gocacacatg
cgtgattaat
gaggaaaaga
ccagcaagtt
ggagagtcag
atacgctatt
aaggoaggcea
gggaggatga
ctcaagccag
aggaaggaag
agggagggag
acggagggcyg
gaacacacac
gactgagttt
tgttgaccca
cagccaaatqg
catcaaaaat
gaggaaaaaa
ttgttttgtt
attttgtaga
ggttacttat
gattggcagg
gcagocatca
tctgoctege
catctecgete
tgccaagcag
ttoaaactte
ggattctgee
agatogatga
aaagtatcce
tatagctaat
agtcagatat
gatatagtet
aaatcatcte
ttoccattcaa
taaaattcat
tgetttggaa
cttatgttect
cataaagaat
taccoaggge
aggcagtcct
ggogocattt
ccocctcagtt
aaacgtgage
aggaagggac
agaactotte
ggtgataaaa
catatatgtg
gagagtcocte
aggaaaggga
ccaaacccag
ggctgtcaag
aaagtacagce
accttecatga
aaggaaaata
cccttegeac
ctgttgtatt
cattttetta
aaatgocaag
ataccaaaaa
aaaaatgtaa
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aggacttteoc
aattttttet
gactggacte
atatttgtet
ctagtgoaca
gaatcatcaa
atcegttgte
tgattctgte
taaagaagat
ctggococage
gatcgettga
cctgagococg
ggocgtoggag
gaaggaagga
gaaggaagga
ggagggaagyg
dcacacacac
ggctaaaacg
tggatccate
tcattcaaca
gaaagacaaa
atatocceocag
ttgattgttt
gctaatgtte
tctctetttg
gataagcagc
cagaagtcca
tggactggta
ctacatttaa
cttttgttac
aaaaagaatg
tcattgettt
tagagataaa
tttataaaat
caaaatgtat
ctaattetta
gacataattt
aggaaaaact
atggagaagt
tatacacatc
acaattatgt
tcataatgga
aaatccttte
gttgatgaat
goegtcaatg
gccteoctgggt
ggtagacaga
agaggtcaag
caggaacctg
cocteotaget
actaaagatt
attttaggag
gtottagaat
tteoagaaata
ggcettttgee
ctcagttaaa
cocagactaa
gocagtttac
tatattaata
ccagcagaag
ttaattgaac
ggtctggttt
cataacatga
tattccaatg
agaagaaagg

atcoctteca
aatectgacte
gctettggea
tataaggaac
cgcacataca
atcatcataa
aatcatggct
aaacaccagc
ttecattetet
tcagtggcte
goccaggaat
ggaggtcaag
tgagaccgtg
aggaaggaag
aggaagtatg
aagatgccat
acattgtgga
taggetttta
aagtgcaaac
tgaaatgcat
aatgtataaa
gaatgttagt
tgttectggtyg
cgatgectcta
ttgactaagt
ctagctcagg
ctegttettyg
tttgtgtetg
aatgcacgect
tagggcaagg
aagttececact
agtgcattgg
gatatgatat
gtatttgggg
ttacegatta
aatactctag
tataacaacce
gttttggtee
ttaacaaggc
cctggttgat
ctgtgttata
atcagtgtgt
actctgatca
ccaagtgtec
tggctgtgaa
aagaaccctc
ggctcacatc
tatgeoootet
agcatcattt
gtggtgtgea
ctatgccocag
tttecacagat
tttaggaaag
ttattgacta
taatgaacac
acaaatgtaa
toccatgate
aattttecatg
aacctaagocg
aggaactgtt
cccaagaacc
taactgactt
aaagtggtta
ttcttatgaa
aggagatgea

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2BZ0
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
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caatcagagt
ggaagcaatt
agtgtttgtt
atacaggtte
gatgtgcaga
gtectggaga
coatoctaato
cgggogoggt
atetgaggta
aaatacaaaa
tgagactgga
ctgoactoosa
aaaattatac
gtttttacaa
ttagttgagy
acgtttatgt
acttaaccca
toacaactga
actggaagtao
toegagggttg
ttagocataceo
ttatacaaga
acccatttag
ttatatgaat
coccacgtag
ttetteatte
catacataga
aagcatacac
ctoagggaca
tgaggoacoa
gagatgttta
gogaccoagy
tgtaacgtga
gtettecect
atccagacat
aaagggaact
ctttattagy
agbcaccaag
goaaganany
ttgotoctag
ttegoctang
goccacgtgt
tattcattca
gogctggagat
agtaagacag
aagagtgagt
tgggottoat
gocagktgaco
getettagge
ttErgotoby
cttoccaggt
acgoocaccat
coaggotggt
tggoattaca
tgoctettat
azagatatbt
agagattctt
gacgggtgga
ctctactaaa
tactogggag
tgagatotgg
EECEEEETT- T

gtttttggta
ttetococat

gocogtataco

cagtasagaa
tocaacatte
gobggoaaag
ttocttoctac
tgctctgaaa
agtgcagagt
atcaatottg
ggctocacace
gagagetoaa
attagocoagg
gaatccothyg
goctgggtga
ctacattcte
actttttgoo
ggaaatgtat
gtgttggtgg
gactttoaca
goaggaattt
acttggoata
ttttggtttt
acagaaatgt
acaaattcac
taacatgact
atbgatgtat
agtgtatgaa
caaaacacat
gagacaataa
catgtggcag
agecactgag
ggaagtoasa
caaacaagge
aaatttgtie
teegttacoa
tgbocttaakt
gttggtoaga
attcoctotggo
caatgttaceo
ggagaecacat
gacgooggtba
agtetocagoe
acctggotat
tgttoctotket
acaaacattt
toagaaatga
actaggoagg
gagtagtgag
goagottott
caagtggtca
ctctteactt
toacecagga
tcaagcaatt
accocagotaa
otogaaoctoao
gytgtgagoo
aatttttaag
ttattagtkg
ggoocgggoge
toatgaggto
aaatacaaaa
gotgaggeoag
coactgoact
aaagagatta
tggctcacto
atttggaacs
aaaataaato
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aactgotatt
aactatggag
agttatcaga
tttaggttkt
ggtatcctea
tagaacagot
aacaacaagg
tgtaaatctec
gaccaacobg
catggtggoa
aacctggagy
ctagagtaaa
ttottatcag
atttaattte
ataacacatt
gggtattact
cottatagga
gtagaaggga
toccocattoo
ggtttttget
cotaaagaag
aacactctga
tgaacttaca
ttgoogttga
acaagagaktg
ctggetocte
aatcasaghba
acacaattat
gteagtocta
taacttgtoa
coaggctagy
coctgbgaaa
tgoctatggt
tottecagteoa
gttaaagateo
ttagtcatgg
agggaaacaa
ctaccaagasa
agggoagoag
cotaccotbyg
cagookgatg
cattagatct
aaaaaataaa
aaatacatoo
cocgbocagoo
agatgagtos
otgataasatyg
tattagatktt
catggaattt
tggaatgoag
cttotgoocko
gttttgtatt
agacctoagg
agtacaccocoa
aagaatoaag
attotaggga
ggtggctcoaa
aggagatoga
aaactagcoog
gagaatggoyg
coagoooggg
ttaggbgatt
agctocttet
aaatgtattt
aaattaaaca

tttatctobe
ctggtactta
gaggttaaat
cocactgtgtg

caccacaagyg
gtggecactt
actotkttett
agogetttgg
gocaacatgg
ggoacctgta
cagaggttge
actotgtoto
agaaaaatat
agacagttat
tatgtgtgtt
ttgoecatgeco
aaaccagtga
tatacasaght
atgagcatge
tttggeoatec
gtgatgaatyg
gaagcacatt
tgacactatt
aataacatgt
caccaktttta

gyaggtttagy

ataatggoas
aagtgktttte
Etattatece
aaggtcacasa
tttgocctea
agccaagett
gaggatotta
tttgaaacag
aactaattoo
atgagacttt
taggggottg
goatgbocct
cagggktttoa
agtagtagaa
ggaaccatot
cagcttococtt
agcattoctat
ctacccttgg
cagcttgaag
cagtgectoa
cotooktoag
accaagggaa
tttetbtttt
tagqtgoaata
agootocooga
tttoatagag
tgattcacoo
gotactteat
tgggctgaag
gttggecotta
goctgbaato
gaccatoctyg
ggtgagttgg
taaaccoggy
tgacagagog
ctocacttoaot
tocctectat
atgoagagtg
catctttact
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atagotgttg
catggaaata
atataaaagy
tgoaaatgac
cagaggagog
coagggatgy
aagaaaacat
gaggctgaaa
casaactooy
atcooggeta
agtgagctga
aaaaataaas
ctacagtgag
gagttttooo
gtgtatataa
atttgtttoo
gtotggagag
ggaaakagaa
agaggtgagt
caggaaatge
accaaaggkbt
teotttttgac
catagbotac
ttatgaggoa
tttctctaaa
acaagtgatt
cacaacagat
tatatttaac
catetcatag
ggotaggaaa
attoctgotot
aaaaaaagas
gaacagttat
atggotgteoa
atcaaaaata
caattgctat
tttgacttet
gactacocog
gtggtgocoa
ctgoctacct
aampsagtbos
gactgctott
gtgtggaaca
aatggagagg
coccagataaa
ctbtggtgas
aacoggtoan
attggaaact
cttttbttet
Ltggotoact
gtagctggga
acagggtitc
agctocagoot
ggatttttga
gteaatgtoa
aggggagood
cocagocacttt
gtaacacggt
cgggcogocty
aggoggagot
agacteogte
cttgococaa
coctaagtaa
tgbocaaaao
gtottotaco

cagtotastg
gaagttgect
gaagagtcag
cctooctggt
agacoccogot
toacaacatao
tataccoagao
tgggcatate
toetotatgas
ctocgggagge
gatcacgoca
aaaaatttaa
cttttcaaaa
tacttetgac
cacatataac
teocatgocta
ctgcatggge
accaaatobt
atataaacct
acagttttac
coctotbocka
tttgaggaaa
tocattecoatt
gacotooaga
acctgtaaca
cttggcaaca
aacatttact
ctacttcatc
atgaagoaag
cacacaagta
goctogoatt
aagocacatt
acagotaoat
tggaaataga
gotoagoatyg
aaagtggtto
ggggoccaca
Cagocaggoa
goacaagaos
gagacogtiyg
togocatact
cactcttgkbt
ctctgataga
aaaggactga
tatggagaac
tggtgoatgg
ctotacotbg
tttattagga
tgagatggag
goaacckttta
ctacaggtge
gecatgtlbgg
oocaaaghbgo
tocacagatta
cocataagata
tttottotta
gggaggooga
gaaaccoogt
tagtccoage
tgoagbgage
toaaaaaaaa
tattatettt
teocgggttte
toaaccoaan
totttooctga

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4330
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
280
5340
2400
5460
5520
580
640
5700
ETa0
5820
5880
o400
&000
e0&d
6120
€180
E240
e300
6360
E420
€480
6540
E600
(1114
&T20
&Ta0
&E40
6900
6960
TO2D
Toag
T140
T200
T80
TI20
7380
T440
TEOD
TE560
Ta20
Tead
TT740
TEO0
TE&D
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coctcaattta
cagatactot
aatttgoceca
caccatgote
ttocattgeott
atagtggggt
ccatoagtat
tgggaagaat
attgeageag
taaaacgaac
ggccatcctg
aagggotgty
ttcaaactte
cagtcatgtg
tetotoatag
coctgotgage
gacttoteca
tttttactaa
aaaacattec
attgtocctt
egtatotggg
tattaaatat
tootgtaaco
geatttottt
cactotgteg
cogagtitcaa
caccacacct
getggoctog
attacaggeca
agggoagete
atocacgotg
ttaggctgat
atctgaacat
gaaaagataa
taagaaggag
cttaatctga

toccaacttg
actgaatttyg
gttacaaago
ttoccacacto
gotatacata
gggggaatct
gtagactyggg
gtttocaget
cttttecaatg
aaaatagata
acttttgatg
catggttoca
aaaatataaa
tgtcatetgt
gtggtattoa

coctactoct
gaggatctga
ageagtgtet
tgtgaaaggo
CCAAAAAAAC
cagaacgeta
gatctgeagt
ttocagtgaat
tottttettt
cecaggoetag
gogattetoo
ggctaatttt
aacteocotgac
tgagocacta
caacaagaca
caatcageca
ccaaaatoca
aaagqaatagqg
ctgtttoato
Aaaaaaccaa

gtogttggtaa

ES 2 625 689 T3

coteactetg
acagaactgt
ttaaatgaag
tgtattgtaa
aaaatatact
ctgggecttgg
goaatacaat
cocagaatget
actcagtgca
cagootttag
tgaatttgeca
aaggottggo
agaataaaat
acggttttog
cagocaacga
attccaccac
aggacgaggy
tecaceotoata
acttttoatt
aagaatcaaa
ggagagatec
catcaaaaag
AgCARaRAgAC
tttttttttt
aatgcagtgg
tgootoagoo
tctacttgta
ctoaggtgat
caccoggooo
cacctgoaga
ggtocagggac
tgtatggaga
acccagtace
atggtttggo
cacectagag
tttgtoagat

agaatcaagc
grgactatet
toctagtgeat
atagageooot
ttttettett
agacaggaga
aattcaagto
aagtotctaa
tttttecatt
gototetggy
aaacaagacc
ttgocagtgt
taattaagtt
ggctotggtg
ttooggocen
ggoctgtegte
atgggattte
agetatgtta
ccattttaac
attctacaaa
azatttccaa
acacattctyg
acattcotaag
ctttbctttt
tgtgatctea
toccaagoag
gtagagatgg
coacctgoot
ctactotggg
gactcaggee
A2BCCAAATA
actcacatgc
tgoatttate
aggaggctat
aaatcagaaa
AgACAATTTa

<210>5

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400>5
ccetgetgag ccectacte 19

<210>6

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6
tcectcatte cttgggattg 20

<210>7

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

110

ctgteccage
ggaacagoat
goatgtatat
gaaatgottt
catgttagaa
cttaccttee
tggtttgeote
gbotgtggtt
ctececacet
atttocotta
tggttetgta
atttgagott
ggcactggac
gaaatggata
ocgocactaca
accaatocccoa
atgtaaccaa
ggagtccagyg
ttgatttttt
gaagoaaagy
tttattgeoaa
taaatgagaa
ggoocactte
coktttttga
gotcactgoa
ctgggattac
ggtttogooa
cagococtooca
catttetttg
atccgatcag
acoocacaca
agcaggcact
taaagaactec
ggtacaaggo
atgactctga
a

acatgagttg
tttgatocac
ttcaaaatte
tggttcatat
aatgoaaaga
tactgtggtt
atctgtasaa
ggoagocact
ttttttttte
gtcaagcotag
ctectgotet
tttcctbotg
tteocggtggt
ctgtctgtet
ceatogocge
aggaatgagg
gagtattoca
cagagacaat
aaattcoctt
aattectagaa
goaaagoaca
agecttattt
tttactgtgg
gacaaagtct
acctetgott
aggogoooge
tgttggctag
aagtgetggyg
atttaagaga
tteaggctag
cocaatttac
attttaggtyg
acaatctttt
acagoaaagg
ataggtgtca

7320
TIB0
2040
2100
210
8220
2280
8340
3400
2460
3520
2580
2640
g700
B8TE0
8820
BEEBO0
2540
2000
4060
8120
9180
3240
8300
9360
2420
5480
2540
23600
9660
9720
3780
9840
3300
93960
10001
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<220>
<223> Sonda

<400> 7
attccaccac ggctgtcgtc a 21

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 8
actggttttc ccagaggcaa 20

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400>9
gactcactgg ttttcccaga 20

<210>10

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 10
tgaataccac ctctgcatgc 20

<210>11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 11
ccgtggtgga ataggagtag 20

<210> 12

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 12
agccgtggtg gaataggagt 20

<210> 13

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 13
cgacagccgt ggtggaatag 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 14
ttggtgacga cagccgtggt 20

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 15
gattggtgac gacagccgtg 20

<210> 16

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 16
gggattggtg acgacagccg 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 17
tgggattggt gacgacagcc 20

<210> 18

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 18
attccttggg attggtgacg 20

<210>19

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 19
cattccttgg gattggtgac 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 20
tcattccttg ggattggtga 20

<210>21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 21
agaagtccct cattccttgg 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 22
gtccttcagg tccactggag 20

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 23
catccctcgt ccttcaggtc 20

<210> 24

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 24
tacatgaaat cccatccctc 20

<210> 25

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 25
cttggttaca tgaaatccca 20

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 26
aatactcttg gttacatgaa 20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 27
ttagtaaaaa tggaatactc 20

<210> 28

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 28
actgctttag taaaaatgga 20

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 29
tgaaaacact gctttagtaa 20

<210> 30

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 30
tatgaggtga aaacactgct 20

<210> 31

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 31
tggacttcta acatagcata 20

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 32
tctetgectg gacttctaac 20

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 33
ttattgtctc tgcctggact 20

<210> 34

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 34
tgcctttcac aggaatgttt 20

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 35
gtgcctttca caggaatgtt 20

<210> 36

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 36
cagaggagga gcagacgatg 20

<210> 37

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 37
tctagaactt tgaccatcag 20

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 38
ttttcccaga ggcaaatggc 20

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 39
tccagactca ctggttttcc 20

<210> 40

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 40
tatcccttct acaaattcct 20

<210>41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 41
atttccactt tgtatatccc 20

<210> 42

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 42
tggtgtctat ttccactttg 20

<210> 43

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 43
cagtaagatt tggtgtctat 20

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 44
cttccagtaa gatttggtgt 20

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 45
ccacctctgce atgctcatgg 20

<210> 46

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 46
tgtgaatacc acctctgcat 20

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 47
gctgtgaata ccacctctgce 20

<210> 48

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 48
cgttggctgt gaataccacc 20

<210> 49

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 49
cagccgtggt ggaataggag 20

<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 50
gacagccgtg gtggaatagg 20

<210>51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 51
acgacagccg tggtggaata 20

<210> 52

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 52
gacgacagcc gtggtggaat 20

<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 53
tgacgacagc cgtggtggaa 20

<210> 54

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 54
gtgacgacag ccgtggtgga 20

<210>55

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 55
ggtgacgaca gccgtggtgg 20

<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 56
tggtgacgac agccgtggtg 20

<210> 57

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 57
attggtgacg acagccgtgg 20

<210> 58

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 58
ggattggtga cgacagccgt 20

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 59
ttgggattgg tgacgacagc 20

<210> 60

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 60
cttgggattg gtgacgacag 20

<210> 61

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 61
ccttgggatt ggtgacgaca 20

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 62
tccttgggat tggtgacgac 20

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 63
ttccttggga ttggtgacga 20

<210> 64

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 64
ctcattcctt gggattggtg 20

<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 65
cctcattcct tgggattggt 20

<210> 66

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 66
ccctcattcc ttgggattgg 20

<210> 67

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 67
tcectcatte cttgggattg 20

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 68
gtccctcatt ccttgggatt 20

<210> 69

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 69
agtccctcat tccttgggat 20

<210>70

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 70
aagtccctca ttccttggga 20

<210>71

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 71
gaagtccctc attccttggg 20

<210>72

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 72
gagaagtccc tcattccttg 20

<210>73

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 73
ggagaagtcc ctcattcctt 20

<210> 74

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 74
acatgaaatc ccatccctcg 20

<210> 75

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 75
ttacatgaaa tcccatccct 20

<210> 76

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 76
gttacatgaa atcccatccc 20

<210> 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 77
ggttacatga aatcccatcc 20

<210> 78

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 78
tggttacatg aaatcccatc 20

<210>79

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 79
ttggttacat gaaatcccat 20

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 80
tcttggttac atgaaatccc 20

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 81
ctcttggtta catgaaatcc 20

<210> 82

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 82
actcttggtt acatgaaatc 20

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 83
tactcttggt tacatgaaat 20

<210> 84

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 84
atactcttgg ttacatgaaa 20

<210> 85

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 85
gaatactctt ggttacatga 20

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 86
ggaatactct tggttacatg 20

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 87
tggaatactc ttggttacat 20

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 88
atggaatact cttggttaca 20

<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 89
aatggaatac tcttggttac 20

<210> 90

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 90
aaatggaata ctcttggtta 20

<210>91

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 91
aaaatggaat actcttggtt 20

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 92
aaaaatggaa tactcttggt 20

<210> 93

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 93
taaaaatgga atactcttgg 20

<210>94

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 94
gtaaaaatgg aatactcttg 20

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 95
agtaaaaatg gaatactctt 20

<210> 96

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 96
tagtaaaaat ggaatactct 20

<210> 97

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 97
tttagtaaaa atggaatact 20

<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 98
ctttagtaaa aatggaatac 20

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 99
gctttagtaa aaatggaata 20

<210> 100

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 100
tgctttagta aaaatggaat 20

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 101
ctgctttagt aaaaatggaa 20

<210> 102

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 102
cactgcttta gtaaaaatgg 20

<210> 103

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 103
acactgcttt agtaaaaatg 20

<210> 104

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 104
aacactgctt tagtaaaaat 20

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 105
aaacactgct ttagtaaaaa 20

<210> 106

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 106
aaaacactgc tttagtaaaa 20

<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 107
gaaaacactg ctttagtaaa 20

<210> 108

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 108
gtgaaaacac tgctttagta 20

<210> 109

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 109
ggtgaaaaca ctgctttagt 20

<210> 110

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 110
aggtgaaaac actgctttag 20

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 111
gaggtgaaaa cactgcttta 20

<210> 112

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 112
tgaggtgaaa acactgcittt 20

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 113
atgaggtgaa aacactgctt 20

<210> 114

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 114
tttattgtct ctgcctggac 20

<210> 115

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 115
ttttattgtc tctgcctgga 20

<210> 116

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 116
gttttattgt ctctgcctgg 20

<210> 117

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 117
tgttttattg tctctgectg 20

<210> 118

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 118
atgttttatt gtctctgcct 20

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 119
aatgttttat tgtctctgcc 20

<210> 120

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 120
gaatgtttta ttgtctctgc 20

<210> 121

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 121
ggaatgtttt attgtctctg 20

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 122
aggaatgttt tattgtctct 20

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 123
caggaatgtt ttattgtctc 20

<210> 124

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 124
acaggaatgt tttattgtct 20

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 125
gatgtcacag aaacactcac 20

<210> 126

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 126
gcaaagctgg aaggagtcac 20

<210> 127

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 127
gaacttcatt ctttttgaag 20

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 128
agcttcctta atatcatatc 20

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 129
tatagggcca gaatataatc 20

<210> 130

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 130
actaagcctt ttaaagatta 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 131
tggaattact gaaaagatgt 20

<210> 132

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 132
accagggatg tgtataatga 20

<210> 133

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 133
tccctactca gtataacaca 20

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 134
gatcagagtg aaaggattta 20

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 135
gggaagataa aaccaagtcc 20

<210> 136

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 136
taaattcttt agcagatgat 20

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 137
aatgatgctc aggttcctgg 20

<210> 138

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 138
ttggtgttac ccagggacac 20

<210> 139

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 139
aaagtgttca ttaggcaaaa 20

<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 140
ggcattttat ataaacataa 20

<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 141
aagaacattg gaatattttt 20

<210> 142

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 142
gttggaaatt gcttcccatt 20

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 143
agtggaaaac ctaaagtagg 20

<210> 144

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 144
ttcccctcaa ctaagtcaga 20

<210> 145

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 145
cctataaggt gtgaaagtct 20

<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 146
tgtaagttca agtcatgtta 20

<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 147
gtgttgccaa gaatcacttg 20

<210> 148

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 148
aaaacactta taattgtgtc 20

<210> 149

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 149
ctttgacaag ttatttgact 20

<210> 150

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 150
atccatgact aagccagaga 20

<210> 151

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 151
atggttccca tcaggctgag 20

<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 152
gcatttatca gaagaagctg 20

<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 153
ttgaccttca gcccacttga 20

<210> 154

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 154
aggaagtgag aatcacctaa 20

<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 155
agaagacagt aaagatgtgt 20

<210> 156

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 156
aaattgtgga tcaaaatgct 20

<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 157
aaccagactt gaattattgt

<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 158
agtggctgec aaccacagac

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 159
ggaagtccag tgccaactta

<210> 160

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 160
atccatttcc accagagccc

<210> 161

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 161
cttgctggac tggtatttgt gtct

<210> 162

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 162
agaactttga ccatcagagg acact

<210> 163

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223>

<400>

ccctacgggce accggtgaat cc

<210>
<211>
<212>

Sonda

163

164

612
ADN

22

<213> Macaca fascicularis

<400>

164

acagaagtec
ctggactggt
tgatggtcaa
tgttocaaaaa
ctggagagot
aaatagacac
aggtggtatt
gecootacte
cagaggatct

aaagoagtgt
cotgtgaaag

<210> 165
<211>20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

actogttett
atttgtgtot
agttcoctagat
ggotgotgat
goatgggoto
caaatcttac
cacagccaac
ctattcocace
gaaggacgag
tttcacetea
ge

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 165

ccttcecetga aggtteetee

<210> 166
<211>27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 166

gegtttgete ttettcttge gttt

<210> 167
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 167

tittattg

tc tctgectg

<210> 168
<211>20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

20

27

18

ES 2 625 689 T3

ggcaggatgg
gaagotgghto
goagtoogag
gagacctgyg
acaactgagg
tggaagtcac
gattcecggoc
acggetagteg
ggatgggatt
taagctatgt

cttetcateg
ctacgggogt
gocagtootgo
cgocatttge
aggaatttgt
ttggoatcto
cocogocacta
tocaccaatoo
tcatgtaace

taggagtcca

137

tetgotoett
tgatgaateo
cgtoaatgtg
ctotgggaaa
agaagggata
coocattocat
caccatcgeo
caaggaatga
aagagtattec
ggocagagaca

ctotgecteg
gagkgtocto
gotgtgaacg
accagtgagt
tacaaagtgy
gagoatgoag
cgcctgctga
gagacttote
catttttact
ataaaacatt

60

120
180
240
200
360
420
480
540
a00
6l2
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<223> Oligonucleétido sintético

<400> 168
tacaaatggg atgctactgc 20

<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 169
ggaatcccaa gcctcaaacg 20

<210> 170

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 170
cgtccttcag gtccactgga 20

<210> 171

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 171
atatgaggtg aaaacactgc 20

<210> 172

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 172
tattgtctct gcctggactt 20

<210> 173

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 173
cacaggaatg ttttattgtc 20

<210> 174

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido sintético

<400> 174
cctttcacag gaatgtttta 20

<210> 175

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 175
gcctttcaca ggaatgtttt 20

<210> 176

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 176
agtgccttic acaggaatgt 20

<210> 177

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 177
aagtgccttt cacaggaatg 20
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Reivindicaciones

1. Compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que tiene una secuencia de bases nitrogenadas que
consiste en los 20 nucledsidos unidos que aparecen en la SEQ ID NO: 80.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto consiste en un oligonucleétido modificado que tiene
una secuencia de bases nitrogenadas que consiste en los 20 nucleésidos unidos que aparecen en la SEQ ID NO:
80.

3. Compuesto segin la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el oligonucleétido modificado es un
oligonucledétido monocatenario.

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que al menos un enlace internucleosidico es un
enlace internucleosidico modificado.

5. Compuesto segun la reivindicacion 4, en el que cada enlace internucleosidico es un enlace internucleosidico
fosforotioato.

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que al menos un nucleésido del oligonucleétido
modificado comprende un azicar modificado.

7. Compuesto segun la reivindicacion 6, en el que el al menos un azlicar modificado es un azucar biciclico.

8. Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que cada uno del al menos un azlcar biciclico comprende un puente
4'-(CH2)-0-2', 4'-(CH2)2-0O-2' 0 4-CH(CH3)-0-2'.

9. Compuesto segun la reivindicacion 6, en el que al menos un azlcar modificado comprende un grupo
2'-O-metoxietilo.

10. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que al menos un nucledsido comprende una base
nitrogenada modificada.

11. Compuesto segun la reivindicacion 10, en el que la base nitrogenada modificada es una 5-metilcitosina.
12. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el oligonucleétido modificado comprende:

un segmento de separacion que consiste en desoxinucledsidos unidos;

un segmento de ala 5’ que consiste en nucledsidos unidos; y

un segmento de ala 3’ que consiste en nucledsidos unidos;

en el que el segmento de separacidn se encuentra entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3’y en el
que cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azicar modificado.

13. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que el oligonucleétido modificado comprende:

un segmento de separacion que consiste en diez desoxinucleodsidos unidos;

un segmento de ala 5’ que consiste en cinco nucledsidos unidos; y

un segmento de ala 3’ que consiste en cinco nucleésidos unidos;

en el que el segmento de separacién se encuentra entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3’, en el que
cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo; en el que cada citosina del
oligonucleétido modificado es una 5-metilcitosina, y en el que cada enlace internucleosidico del oligonucledtido
modificado es un enlace fosforotioato.

14. Composicion que comprende el compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13 o una sal del mismo y
al menos uno de un vehiculo o un diluyente farmacéuticamente aceptable.

15. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13 o composicién segun la reivindicacion 14 para
utilizarse en el tratamiento de la amiloidosis por transtiretina en un ser humano.

16. Compuesto o composicidon para utilizarse segun la reivindicacion 15, en el que el uso del compuesto o
composicion reduce al menos uno de entre la inquietud, la falta de coordinacién, el nistagmo, la paraparesia
espastica, la falta de coordinacién muscular, las alteraciones de la vision, el insomnio, las sensaciones extrafias, la
mioclonia, la ceguera, la afasia, el sindrome del tinel carpiano, las convulsiones, las hemorragias subaracnoideas, el
ictus y la hemorragia cerebral, la hidrocefalia, la ataxia y la pardlisis espastica, el coma, la neuropatia sensorial, la
parestesia, la hipoestesia, la neuropatia motora, la neuropatia autondmica, la hipotension ortostatica, el
estrefiimiento ciclico, la diarrea ciclica, las nauseas, el vomito, la disminuciéon de la sudoracién, la impotencia, el
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vaciamiento gastrico retardado, la retencion urinaria, la incontinencia urinaria, la cardiopatia progresiva, la fatiga, la
dificultad respiratoria, la pérdida de peso, la falta de apetito, el entumecimiento, el hormigueo, la debilidad, la
macroglosia, el sindrome nefrético, la insuficiencia cardiaca congestiva, la disnea de esfuerzo, el edema periférico,
las arritmias, las palpitaciones, los mareos, el sincope, la hipotensidon postural, los problemas de los nervios
periféricos, el deterioro sensoriomotor, la neuropatia de las extremidades inferiores, la neuropatia de las
extremidades superiores, la hiperalgesia, la sensibilidad térmica alterada, la debilidad de las extremidades inferiores,
la caquexia, el edema periférico, la hepatomegalia, la purpura, la disfuncién diastélica, las contracciones
ventriculares prematuras, la neuropatia craneal, la disminucién de los reflejos tendinosos profundos, los depésitos de
amiloide en el humor vitreo, la opacidad vitrea, la xeroftalmia, el glaucoma, el aspecto festoneado en las pupilas o la
hinchazon de los pies debida a la retencién de agua, en el ser humano.

17. Compuesto o composicién para utilizarse segun la reivindicaciéon 15, en el que la amiloidosis por transtiretina es
la polineuropatia amiloide familiar (PAF).

18. Compuesto o composicién para utilizarse segun la reivindicaciéon 15, en el que la amiloidosis por transtiretina es
la miocardiopatia amiloide familiar (MAF).
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