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Modulacion del factor de expresién 11
Descripcion
Campo de la invencion

En el presente documento se describen métodos, compuestos y composiciones para reducir la expresion del ARNm
y la proteina del Factor 11 en un animal. Tales métodos, compuestos y composiciones son Utiles para tratar, prevenir
0 mejorar las complicaciones tromboembodlicas.

Antecedentes de la invencion

El sistema circulatorio requiere mecanismos que eviten la pérdida de sangre, asi como aquellos que contrarrestan
las obstrucciones intravasculares inapropiadas. Generalmente, la coagulacion comprende una cascada de
reacciones que culmina en la conversion de fibrinbgeno soluble en un gel de fibrina insoluble. Las etapas de la
cascada implican la conversion de un cimdgeno inactivo en una enzima activada. La enzima activa luego después la
siguiente etapa en la cascada,

Cascada de coagulacion

La cascada de coagulacion puede iniciarse a través de dos ramas, la via del factor tisular (también "via extrinseca"),
que es la ruta primaria, y la via de activacion de contacto (también "via intrinseca").

La via del factor tisular es iniciada por el factor tisular receptor de la superficie celular (TF, también denominado
factor Ill), que se expresa constitutivamente en células extravasculares (pericitos, cardiomiocitos, células del
musculo liso y queratinocitos) y se expresa en monocitos vasculares y células endoteliales tras la induccion por
citocinas inflamatorias o endotoxinas. (Drake et al., Am J Pathol 1989, 134:1087-1097). El TF es el receptor celular
de alta afinidad para el factor de coagulaciéon Vlla, una serina proteasa. En ausencia de TF, el Vlla tiene una
actividad catalitica muy baja, y la unién a TF es necesaria para hacer que el Vlla sea funcional a través de un
mecanismo alostérico. (Drake et al., Am J Pathol 1989, 134:1087-1097). ) El complejo TF-Vlla activa el factor X a
Xa. A su vez, Xa se asocia con su cofactor factor Va en un complejo de protrombinasa que a su vez activa la
protrombina (también conocida como factor Il o factor 2) a trombina (también conocida como factor Ila o factor 2a).
La trombina activa las plaquetas, convierte el fibrindgeno en fibrina y promueve la reticulacion de la fibrina activando
el factor XIII, formando asi un tapén estable en los sitios donde el TF esta expuesto en las células extravasculares.
Ademas, la trombina refuerza la respuesta en cascada de la coagulacion activando los factores V y VIII.

La via de activacion de contacto se desencadena por la activacion del factor Xll a Xlla. El factor Xlla convierte Xl en
Xla, y Xla convierte IX en 1Xa. |Xa se asocia con su cofactor Vllla para convertir X en Xa. Las dos vias convergen en
este punto cuando el factor Xa asocia el factor Va para activar la protrombina (factor 1) en trombina (factor lla).

Inhibicién de la coagulacion

Al menos tres mecanismos mantienen la cascada de coagulaciéon bajo control, a saber, la acciéon de la proteina C
activada, la antitrombina y el inhibidor de la via del factor tisular. La proteina C activada es una serina proteasa que
degrada los cofactores Va y Vllla. La proteina C se activa por la trombina con trombomodulina y requiere la
coenzima Proteina S para funcionar. La antitrombina es un inhibidor de la serina proteasa (serpina) que inhibe las
serina proteasas: trombina, Xa, Xlla, Xla y IXa. El inhibidor de la via del factor tisular inhibe la accién de Xa y el
complejo TF-Vlla. (Schwartz AL et al., Trends Cardiovasc Med. 1997; 7:234-239.)

Enfermedad

La trombosis es el desarrollo patoldgico de los coagulos de sangre y se produce una embolia cuando un coagulo de
sangre migra a otra parte del cuerpo e interfiere con la funcién del 6rgano. La tromboembolia puede causar
afecciones tales como trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, infarto de miocardio y accidente
cerebrovascular. Significativamente, la tromboembolia es una causa importante de morbilidad que afecta a mas de 2
millones de estadounidenses cada afio. (Adcock et al. American Journal of Clinical Pathology. 1997;108:434—49). Si
bien la mayoria de los casos de trombosis se deben a problemas extrinsecos adquiridos, por ejemplo, cirugia,
cancer e inmovilidad, algunos casos se deben a una predisposicion genética, por ejemplo, el sindrome
antifosfolipido y la afeccion autosdmica dominante, Factor V Leiden. (Bertina RM et al. Nature 1994; 369:64—67.)

Tratamiento

Los anticoagulantes usados mas habitualmente warfarina, heparina y heparina de bajo peso molecular (HBPM)
poseen todos inconvenientes significativos.

La warfarina se usa generalmente para tratar a pacientes que sufren fibrilacion auricular. El farmaco interacciona con
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los factores de coagulacion dependientes de vitamina K que incluyen los factores I, VII, IX y X. Las proteinas
anticoagulantes C y S también son inhibidas por la warfarina. El tratamiento farmacoldgico con warfarina se complica
aun mas por el hecho de que la warfarina interacciona con otros medicamentos, incluidos los farmacos usados para
tratar la fibrilacion auricular, como la amiodarona. Debido a que el tratamiento con warfarina es dificil de predecir, se
debe monitorizar con cuidado a los pacientes para detectar cualquier signo de hemorragia anémala.

La heparina funciona activando la antitrombina que inhibe tanto la trombina como el factor X. (Bjork I, Lindahl U. Mol
Cell Biochem. 1982 48: 161-182.) El tratamiento con heparina puede causar una reaccion inmunolégica que hace
que las plaquetas se agreguen dentro de los vasos sanguineos, lo que puede conducir a trombosis. Este efecto
secundario se conoce como trombocitopenia inducida por heparina (TIH) y requiere monitorizacion del paciente. El
tratamiento prolongado con heparina también puede provocar osteoporosis. La HBPM también puede inhibir el
Factor 2, pero en menor grado que la heparina no fraccionada (HNF). La HBPM ha estado implicada en el desarrollo
de HIT.

Por lo tanto, los agentes anticoagulantes actuales carecen de predictibilidad y especificidad y, por lo tanto, requieren
una monitorizacién cuidadosa del paciente para prevenir efectos secundarios adversos, tales como complicaciones
hemorragicas. Actualmente no hay anticoagulantes dirigidos solo a la via intrinseca o extrinseca.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona un compuesto que comprende un oligonucleotido modificado que consiste en de 18 a 24
nucledsidos unidos y que comprende una secuencia de bases nucleotidicas que comprende una porcion de al
menos 8 bases nucleotidicas contiguas 100 % complementarias a una porcion de igual longitud de bases
nucleotidicas 1275 a 1318 de SEQ ID NO: 1, en la que la secuencia de bases nucleotidicas del oligonucleétido
modificado es 100 % complementaria a una porcién de igual longitud de SEQ ID NO: 11, y en la que el compuesto
es capaz de inhibir la expresion del factor 11 humano11.

La invencién también proporciona una composicion que comprende un compuesto de acuerdo con la invencion o
una sal del mismo y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La invencién también proporciona un compuesto o una composicidon de acuerdo con la invencién para su uso en
terapia.

La invencion también proporciona un compuesto o una composicion de acuerdo con la invencién para su uso en:

(i) tratar o prevenir una complicacién tromboembodlica, en el que opcionalmente la complicacion tromboembodlica
se selecciona de trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, infarto de miocardio y accidente
cerebrovascular; o

(ii) tratar un trastorno de coagulacion.

La invencion también proporciona un oligonucleétido modificado monocatenario que consiste en 20 nucledsidos
unidos y que tiene una secuencia de bases nucleotidicas que comprende 20 bases nucleotidicas contiguas de SEQ
ID NO: 223 0 217, y en en la que el oligonucleétido modificado comprende:

un segmento separador que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;
un segmento del ala en 5' que consiste en cinco nucledsidos unidos;
un segmento del ala en 3' que consiste en cinco nucledsidos unidos;

en el que el segmento separador esta situado inmediatamente adyacente a y entre el segmento del ala 5 y el
segmento del ala 3', en el que cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo, en
el que cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y cada citosina es una 5-metilcitosina.

Sumario de la divulgacion

En el presente documento se describen métodos, compuestos y composiciones para mocular la expresion del
ARNm vy la proteina del Factor 11 en un animal. Los inhibidores especificos del Factor 11 pueden modular la
expresion del ARNm y la proteina del Factor 11. Los inhibidores especificos del factor 11 pueden ser acidos
nucleicos, proteinas o moléculas pequefas.

La modulacién puede ocurrir en una célula o tejido. La célula o el tejido pueden estar en un animal. El animal puede
ser un ser humano. Los niveles de ARNm del factor 11 pueden reducirse. Los niveles de proteina del factor 11
pueden reducirse. Tal reduccién puede ocurrir de una manera dependiente del tiempo o de una manera dependiente
de la dosis.

También se divulgan métodos, compuestos y composiciones utiles para prevenir, tratar y mejorar enfermedades,
trastornos y afecciones. Dichas enfermedades, trastornos y afecciones pueden ser complicaciones
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tromboembodlicas. Tales complicaciones tromboembdlicas incluyen las categorias de trombosis, embolia y
tromboembolia. Tales complicaciones tromboembdlicas incluyen trombosis venosa profunda, embolia pulmonar,
infarto de miocardio y accidente cerebrovascular.

Dichas enfermedades, trastornos y afecciones pueden tener uno o mas factores de riesgo, causas o resultados en
comun. Ciertos factores de riesgo y causas para el desarrollo de una complicacion tromboembodlica incluyen
inmovilidad, cirugia (particularmente cirugia ortopédica), malignidad, embarazo, edad avanzada, uso de
anticonceptivos orales, fibrilacion auricular, complicacién tromboembédlica previa, enfermedad inflamatoria crénica y
trastornos de la coagulacion protrombotica hereditaria o adquirida . Ciertos resultados asociados con el desarrollo de
una complicacion tromboembodlica incluyen disminucion del flujo sanguineo a través de un vaso afectado, muerte del
tejido y muerte.

Los métodos de tratamiento pueden incluir administrar un inhibidor especifico del Factor 11 a un individuo que lo
necesite.

Descripcion detallada

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

componentes que comprenden mas de una subunidad, menos que especificamente se indique lo contrario.

Los titulos de las secciones usadas en el presente documento son sélo para propdsitos de organizacion y no deben
interpretarse como una limitacién del objeto descrito.

Definiciones

A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura usada en relacién con la quimica analitica,
la quimica organica sintética y la quimica medicinal y farmacéutica descritas en el presente documento y los
procedimientos y técnicas de las mismas descritos en el presente documento son los bien conocidos y usados
habitualmente en la técnica. Se pueden usar técnicas estandar para sintesis quimica y analisis quimico.

A menos que se especifique lo contrario, los siguientes términos tienen los significados siguientes:

"2'-O-metoxietilo" (también 2'-MOE y 2'-O (CH)»-OCHj3) se refiere a una modificacion de O-metoxi-etilo de la
posicion 2' de un anillo de furosilo. Un azicar modificado 2'-O-metoxietilo es un aztcar modificado.

"Nucleodtido 2'-O-metoxietilo” significa un nucleétido que comprende un resto de azicar modificado con 2'-O-
metoxietilo.

"5-metilcitosina” significa una citosina modificada con un grupo metilo unido a la posicion 5. Una 5-metilcitosina es
una base nucleotidica modificada.

"Agente farmacéutico activo" significa la sustancia o sustancias en una composicion farmacéutica que proporcionan
un beneficio terapéutico cuando se administran a un individuo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un
oligonucledtido antisentido dirigido al Factor 11 es un agente farmacéutico activo.

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

"Administrado de forma concomitante" se refiere a la administracién conjunta 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 Unica composicion farmacéutica, en la misma
forma de dosificacion, o por la misma via de administracion. Los efectos de ambos agentes no necesitan
manifestarse al mismo tiempo. Los efectos solo necesitan superponerse durante un periodo de tiempo y no
necesitan ser coextensos,

“Administrar" significa proporcionar un agente farmacéutico a un individuo e incluye, entre otros, la administracion
por un profesional médico y la autoadministracion.

Mejoria" se refiere a una disminucidon de al menos un indicador, signo o sintoma de una enfermedad, trastorno o
afeccion asociada. La gravedad de los indicadores se puede determinar mediante medidas subjetivas u objetivas
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que son conocidas para los expertos en la técnica.

“Animal” se refiere a un animal humano o no humano, incluidos, entre otros, ratones, ratas, conejos, perros, gatos,
cerdos y primates no humanos, incluidos, entre otros, monos y chimpancés.

"Compuesto antidoto" se refiere a un compuesto capaz de disminuir la intensidad o la duraciéon de cualquier
actividad mediada por antisentido.

"Oligonucledtido antidoto" significa un compuesto antidoto que comprende un oligonucledtido que es
complementario y capaz de hibridarse con un compuesto antisentido.

"Proteina antidoto" significa un compuesto antidoto que comprende un péptido.

"Anticuerpo” se refiere a una molécula caracterizada por reaccionar especificamente con un antigeno de alguna
manera, en el que el anticuerpo y el antigeno se definen cada uno en términos del otro. El anticuerpo puede referirse
a una molécula de anticuerpo completa o a cualquier fragmento o regién de la misma, tal como la cadena pesada, la
cadena ligera, la region Fab y la region Fc.

Actividad antisentido" significa cualquier actividad detectable o medible atribuible a la hibridaciéon de un compuesto
antisentido con su acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la actividad antisentido es una disminucién en la
cantidad o expresién de un acido nucleico diana o proteina codificada por dicho acido nucleico diana.

"Compuesto antisentido” significa un compuesto oligomérico que es capaz de sufrir hibridacion con un acido nucleico
diana a través de enlaces de hidrégeno.

"Inhibicion antisentido" significa reduccion de niveles de acido nucleico diana o niveles de proteina diana en
presencia de un compuesto antisentido complementario de un acido nucleico diana en comparacién con niveles de
acido nucleico diana o niveles de proteina diana en ausencia del compuesto antisentido.

"Oligonucledtido antisentido" significa un oligonucleétido monocatenario que tiene una secuencia de bases
nucleotidicas que permite la hibridacién a una regién o segmento correspondiente de un acido nucleico diana.

"Azucar biciclico" significa un anillo de furosilo modificado por el puente de dos atomos en el anillo no geminal. Un
azucar biciclico es un azucar modificado.

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

"Estructura de caperuza" o "resto de caperuza terminal" significa modificaciones quimicas, que se han incorporado
en cualquiera de los extremos de un compuesto antisentido.

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

"Compuesto antisentido quimérico" significa un compuesto antisentido que tiene al menos dos regiones
quimicamente distintas.

"Co-administracion” significa la administracion de dos o mas agentes farmacéuticos a un individuo. Los dos o mas
agentes farmacéuticos pueden estar en una Unica composicion farmacéutica o pueden estar en composiciones
farmacéuticas distintas. Cada uno de los dos 0 mas agentes farmacéuticos puede administrarse por la misma via de
administracion o por vias diferentes. La coadministracién abarca la administracion en paralelo o secuencial.

"Factor de coagulacion" significa cualquiera de los factores |, I, 1, IV, V, VII, VIII, IX, X, XI, XIl, XIll o TAFI en la
cascada de la coagulacién sanguinea. "Acido nucleico del factor de coagulacién" significa cualquier acido nucleico
que codifica un factor de coagulacion. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un acido nucleico del factor de
coagulacion incluye, sin limitacion, una secuencia de ADN que codifica un factor de coagulacion (incluyendo ADN
gendmico que comprende intrones y exones), una secuencia de ARN transcrita de ADN que codifica un factor de
coagulacion y una secuencia de ARNm que codifica un factor de coagulacién. “ARNm del factor de coagulacion”
significa un ARNm que codifica una proteina del factor de coagulacion.

"Complementariedad" significa la capacidad de apareamiento entre bases nucleotidicas de un primer acido nucleico
y un segundo acido nucleico.
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"Bases nucleotidicas contiguas" significa bases nucleotidicas inmediatamente adyacentes entre si.

Diluyente" significa un ingrediente en una composicidon 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, solucion salina.

Dosis" significa una cantidad especificada de un agente farmacéutico proporcionada en una sola administracion, o
en un periodo de tiempo especifico. En ciertas realizaciones, una dosis se puede administrar en uno, dos o mas
bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en ciertas realizaciones en las que se desea la administracion
subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen no acomodado facilmente por una unica inyeccion, por lo tanto,
se pueden usar dos 0 mas inyecciones para alcanzar la dosis deseada. En ciertas realizaciones, el agente
farmacéutico se administra por infusion durante un periodo prolongado de tiempo o continuamente. Las dosis se
pueden indicar como la cantidad de agente farmacéutico por hora, dia, semana o mes.

"Cantidad eficaz" significa la cantidad de agente farmacéutico activo suficiente para efectuar un resultado fisioldgico
deseado en un individuo que necesita el agente. La cantidad efectiva puede variar entre individuos dependiendo de
la salud y la condicion fisica del individuo a tratar, el grupo taxonémico de los individuos a tratar, la formulacion de la
composicion, la evaluacion de la afeccion médica del individuo y otros factores relevantes.

"Acido nucleico del factor 11" o "4cido nucleico del factor XI" o "acido nucleico de F 11" o "acido nucleico de F XI"
significan cualquier acido nucleico que codifica el Factor 11. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un acido nucleico
del Factor 11 incluye una secuencia de ADN que codifica el Factor 11, una secuencia de ARN transcrita a partir del
ADN que codifica el Factor 11 (que incluye ADN genémico que comprende intrones y exones) y una secuencia de
ARNmM que codifica el Factor 11. "ARNm del Factor 11" significa un ARNm que codifica una proteina del Factor 11.

"Inhibidor especifico del Factor 11" se refiere a cualquier agente capaz de inhibir especificamente la expresion del
ARNm del Factor 11 y/o la proteina del Factor 11 a nivel molecular. Por ejemplo, los inhibidores especificos del
Factor 11 incluyen acidos nucleicos (que incluyen compuestos antisentido), péptidos, anticuerpos, moléculas
pequefas y otros agentes capaces de inhibir la expresion del ARNm del Factor 11 y/o la proteina del Factor 11. En
ciertas realizaciones, modulando especificamente la expresion de ARNm del Factor 11 y/o la expresion de proteina
del Factor 11, los inhibidores especificos del Factor 11 pueden afectar a otros componentes de la cascada de
coagulacion, incluidos componentes aguas abajo. De forma similar, en ciertas realizaciones, los inhibidores
especificos del Factor 11 pueden afectar otros procesos moleculares en un animal.

"Antidoto inhibidor especifico del Factor 11" significa un compuesto capaz de disminuir el efecto de un inhibidor
especifico del Factor 11. En ciertas realizaciones, un antidoto inhibidor especifico del Factor 11 se selecciona de un
péptido del Factor 11; un oligonucledtido antidoto del Factor 11, incluyendo un compuesto antidoto del Factor 11
complementario a un compuesto antisentido del Factor 11; y cualquier compuesto o proteina que afecte a la via de
coagulacion intrinseca o extrinseca.

"Completamente complementario” o "100% complementario” significa que cada base nucleotidica de un primer acido
nucleico tiene una base nucleotidica complementaria en un segundo acido nucleico. En ciertas realizaciones, un
primer acido nucleico es un compuesto antisentido y un acido nucleico diana es un segundo acido nucleico.

"Gapmer" significa un compuesto antisentido quimérico en el que una region interna que tiene una pluralidad de
nucledsidos que soportan la escision de ARNasa H esta situada entre regiones externas que tienen uno o mas
nucledsidos, en el que los nucledsidos que comprenden la regioén interna son quimicamente distintos del nucledsido
o nucledsidos que comprenden las regiones externas. La region interna se puede denominar "segmento separador”
y las regiones externas se pueden denominar "segmentos del ala”.

"Ampliado por separador" significa un compuesto antisentido quimérico que tiene un segmento separador de 12 o
mas 2'-desoxirribonucledsidos contiguos situados entre e inmediatamente adyacentes a los segmentos del ala en 5’
y 3' que tienen de uno a seis nucledsidos.

"Hibridacion" significa la reunidon de moléculas de acido nucleico complementarias. En ciertas realizaciones, las
moléculas de acido nucleico complementarias incluyen un compuesto antisentido y un acido nucleico diana.

"Identificar un animal en riesgo de complicaciones tromboembdlicas" significa identificar un animal al que se ha
diagnosticado una complicacion tromboembdlica o identificar un animal predispuesto a desarrollar una complicacion
tromboembodlica. Los individuos predispuestos a desarrollar una complicacién tromboembodlica incluyen aquellos que
tienen uno o mas factores de riesgo de complicaciones tromboembodlicas que incluyen inmovilidad, cirugia
(particularmente cirugia ortopédica), malignidad, embarazo, edad avanzada, uso de anticonceptivos orales y
trastornos de la coagulacion protrombéticos heredados o adquiridos. Dicha identificacion se puede lograr mediante
cualquier método, incluida la evaluacion del historial médico de un individuo y las pruebas o evaluaciones clinicas
estandar.
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"Inmediatamente adyacente" significa que no hay elementos intermedios entre los elementos inmediatamente
adyacentes.

"Individuo” significa un animal humano o no humano seleccionado para tratamiento o terapia.
Enlace internucleosidico" se refiere al enlace quimico entre nucledsidos.
"Nucledsidos unidos" significa nucledsidos adyacentes que estan unidos entre si.

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

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

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

"Nucleotido modificado" significa un nucledtido que tiene, independientemente, un resto de azdcar modificado, un
enlace internucleosidico modificado o una base nucleotidica modificada. Un "nucleésido modificado” significa un
nucleétido que tiene, independientemente, un resto de azticar modificado o o una base nucleotidica modificada.

"Oligonucledtido modificado" significa un oligonucledtido que comprende un enlace internucleosidico modificado, un
azucar modificado o una base nucleotidica modificada.

"Azucar modificado" se refiere a una sustitucion o cambio de un azucar natural.

"Motivo" significa el patrén de regiones quimicamente distintas en un compuesto antisentido.
"Enlace internucleosidico que se produce de forma natural" significa un enlace fosfodiéster de 3'a 5'.
"Resto de azucar natural" significa un azdcar que se encuentra en el ADN (2'-H) o ARN (2'-OH).

"Acido nucleico" se refiere a moléculas compuestas de nucledtidos monoméricos. Un acido nucleico incluye acidos
ribonucleicos (ARN), acidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos nucleicos monocatenarios, acidos nucleicos
bicatenarios, acidos ribonucleicos pequefios de inetrferencia (ARNip) y microARN (miARN).

"Base nucleotidica" significa un resto heterociclico capaz de aparearse con una base de otro acido nucleico.

"Secuencia de bases nucleotidicas" significa el orden de las bases nucleotidicas contiguas independientemente de
cualquier modificaciéon de azucares, enlaces o bases nucleotidicas.

"Nucledsido" significa una base nucleotidica unida a un azucar.

"Mimético de nucledsido" incluye aquellas estructuras usadas para reemplazar el azlcar o el azucar y la base y no
necesariamente el enlace en una o mas posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo nucledsidos
miméticos que tienen morfolino, ciclohexenilo, ciclohexilo, tetrahidropiranilo, biciclo o triciclo miméticos de azucar,
por ejemplo unidades de azucar sin furanosa. Mimético de nucledtido incluye aquellas estructuras usadas para
reemplazar el nucledsido y el enlace en una o mas posiciones de un compuesto oligomérico tal como, por ejemplo,
acidos nucleicos peptidicos o morfolinos (morfolinos unidos por -N (H) -C (= O) -O- u otro enlace no fosfodiéster). El
sustituto de azucar se superpone con el término mimético de nucledsido ligeramente mas amplio, pero esta
destinado a indicar el reemplazo de la unidad de azicar (anillo de furanosa) solamente. Los anillos de
tetrahidropiranilo proporcionados en el presente documento son ilustrativos de un ejemplo de un sustituto de aztcar
en el que el grupo de azucar de furanosa se ha reemplazado por un sistema de anillo de tetrahidropiranilo.

“Nucleostido” significa un nucledsido que tiene un grupo fosfato unido covalentemente a la porcion de azucar del
nucledsido.

"Compuesto oligomérico" u "oligémero" significa un polimero de subunidades monoméricas unidas que es capaz de
hibridar con al menos una region de una molécula de acido nucleico.

"Oligonucledtido” significa un polimero de nucledsidos unidos cada uno de los cuales puede ser modificado o no
modificado, uno independiente del otro.
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"Administracion parenteral” significa la administracion a través de inyeccion o infusién. La administracion parenteral
incluye administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion intramuscular, administracion
intraarterial, administracion intraperitoneal o administracion intracraneal, por ejemplo, administracion intratecal o
intracerebroventricular.

"Péptido" significa una molécula formada uniendo al menos dos aminoacidos por enlaces amida. Péptido se refiere a
polipéptidos y proteinas.

"Composicion farmacéutica" significa una mezcla de sustancias adecuadas para administrar a un individuo. Por
ejemplo, una composicion farmacéutica puede comprender agentes farmacéuticos activos y una soluciéon acuosa
esteéril.

"Sales farmacéuticamente aceptables" significa sales fisioldgica y farmacéuticamente aceptables de compuestos
antisentido, es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del oligonucleétido precursor y no imparten
efectos toxicoldgicos indeseados a los mismos.

"Enlace de fosforotioato" significa un enlace entre nucleésidos en el el enlace fosfodiéster se modifica reemplazando
uno de los atomos de oxigeno que no forman un puente por un atomo de azufre. Un enlace fosforotioato (P = S) es
un enlace internucleosidico modificado.

"Porcion” significa un nimero definido de bases nucleotidicas contiguas (es decir, unidas) de un acido nucleico. En
ciertas realizaciones, una porciéon es un numero definido de bases nucleotidicas contiguas de un acido nucleico
diana. En ciertas realizaciones, una porcién es un numero definido de bases nucleotidicas contiguas de un un
compuesto antisentido.

"Prevenir" se refiere a retrasar o prevenir el inicio o desarrollo de una enfermedad, trastorno o afeccién durante un
periodo de tiempo de minutos a indefinidamente. Prevenir también significa reducir el riesgo de desarrollar una
enfermedad, trastorno o afeccion.

“Profarmaco” significa un agente terapéutico que se preparar en forma inactiva que se convierte en una forma activa
dentro del cuerpo o las células del mismo por accion de enzimas enddgenas u otros productos quimicos y/o
condiciones.

""Efectos secundarios" significa respuestas fisioldgicas atribuibles a un tratamiento diferente a los efectos deseados.
En ciertas realizaciones, los efectos secundarios incluyen reacciones en el sitio de la inyeccién, anomalias en las
pruebas de funcién hepatica, anomalias en la funcién renal, toxicidad hepatica, toxicidad renal, anomalias en el
sistema nervioso centra, miopatias y malestar general. Por ejemplo, incrementos en los niveles de
aminotransferasas en suero pueden indicar toxicidad hepatica o anomalias en la funciéon hepatica. Por ejemplo,
incrementos en los niveles de bilirrubina pueden indicar toxicidad hepatica o anomalias en la funcién hepatica.

"Oligonuclestido monocatenario” significa un oligonucleétido que no esta hibridado con una cadena complementaria.

"Especificamente hibridable" se refiere a un compuesto antisentido que tiene un grado suficiente de
complementariedad entre un oligonucledtido antisentido y un acido nucleico diana para inducir un efecto deseado,
mientras que exhibe efectos minimos o nulos sobre acidos nucleicos no diana en condiciones en las que se desea
union especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo y tratamientos terapéuticos.

"De direccion” o "dirigido" significa el proceso de disefio y seleccidon de un compuesto antisentido que se hibridara
especificamente con un acido nucleico diana e inducira un efecto deseado.

"Acido nucleico diana", "ARN diana" y "transcrito de ARN diana" se refieren todos a un acido nucleico capaz de ser
el objetivo de los compuestos antisentido.

"Segmento diana" significa la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico diana al que se dirige un compuesto
antisentido. El "sitio diana en 5™ se refiere al nucleétido mas en 5' de un segmento diana. El "sitio diana en 3™ se
refiere al nucleétido mas en 3' de un segmento diana.

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

"Complicacion tromboembodlica" significa cualquier enfermedad, trastorno o afeccion que involucra una embolia
causada por un trombo. Los ejemplos de tales enfermedades, trastornos y afecciones incluyen las categorias de
trombosis, embolia y tromboembolia. En ciertas realizaciones, tales trastornos y afecciones de la enfermedad
incluyen trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, infarto de miocardio y apoplejia.

"Tratar" se refiere a administrar una composicion farmacéutica para efectuar una alteracién o mejora de una
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enfermedad, trastorno o afeccion.

"Nucleodtido no modificado" significa un nucledtido compuesto por bases nucleotidicas naturales, restos de azucar y
enlaces internucleosidicos. En ciertas realizaciones, un nucleétido no modificado es un nucleé6tido de ARN (es decir,
B—D-ribonucledsidos) o un nucleétido de ADN (es decir, . B—D—desoxirribonucledsido).

Ciertas realizaciones

En el presente documento se describen métodos, compuestos y composiciones para disminuir la expresion del
ARNm y la proteina del Factor 11.

En el presente documentose describen métodos, compuestos y composiciones para el tratamiento, prevencion o
mejora de enfermedades, trastornos y afecciones asociados con el Factor 11 en un individuo que lo necesite.
También se contemplan Imétodos y compuestos para la preparacion de un medicamento para el tratamiento,
prevencion o mejora de una enfermedad, trastorno o afeccidon asociada con el Factor 11. Las enfermedades,
trastornos y afecciones asociadas al Factor 11 incluyen complicaciones tromboembdlicas, tales como trombosis,
embolia, tromboembolia, trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, infarto de miocardio y accidente
cerebrovascular.

En el presente documento se divulga un inhibidor especifico del factor 11 para su uso en el tratamiento, prevencion
o mejora de una enfermedad asociada al factor 11. Los inhibidores especificos del factor 11 pueden ser acidos
nucleicos (incluyendo compuestos antisentido), péptidos, anticuerpos, moléculas pequefias y otros agentes capaces
de inhibir la expresion del ARNm del factor 11 y/o la proteina del factor 11.

Los inhibidores especificos del factor 11 pueden ser péptidos o proteinas, tales como, entre otros, inhibidores de
proteasa alfa 1, antitrombina lll, inhibidores de C1 e inhibidores de plasmina alfa 2 como se describe en J Clin Invert
1982, 69:844-852; alfa 1 antitripsina (alfa 1AT) como se describe en Thromb Res 1987, 48:145-151; inhibidores
peptidicos del Factor 11 como se describe en USPPN 2008/021998 y Blood 1998, 92:4198-206; MAP4-RGKWC
como se describe en Thromb Res 2001, 104:451-465; beta 2 GPIl como se describe en Proc Natl Acad Sci 2004,
101:3939-44; Lentinus inhibidor de proteinasa como se describe en Eur J Biochem 1999, 262:915-923; inhibidor del
dominio Kunitz precursor de la beta proteina amiloida/nexina-2 proteasa (APPI) y antitrombina (AT) como se
describe en JBiol Chem 2004, 279:29485-29492; y aprotinina como se describe en J Biol Chem 2005, 280:23523—
30.

Los inhibidores especificos del factor 11 pueden ser anticuerpos, tales como, sin limitaciones, Winston-Salem (IgG3
kappa) y Baltimore (IgG1 kappa), tal como se describe en Blood 1988, 72:1748-54; 5F4, 3C1, y 1F1 como se
describe en J Biol Chem 1985, 260: 10714-719; anticuerpos monoclonales como se describe en Throm Haemost
1990, 63:417-23; XI-5108 como se describe en J Thromb Haem 2006, 4:1496—1501; anticuerpos monoclonales 4—1
como se describe en Thromb Res 1986, 42:225-34; y anticuerpo abcixmab como se describe en el Ejemplo 19 de
USPN 6.566.140.

Los inhibidores especificos del Factor 11 pueden ser moléculas pequefas, tales como, pero sin limitaciones,
fluorofosfatos de diisopropilo (DFP); los inhibidores de molécula pequefia como se describe en los Ejemplos 1-7 de
USPPN 2004/0180855; y p-aminobenzamidina (pAB) como se describe en JBiol Chem 2005, 280:23523-30.

En el presente documento se describe un inhibidor especifico del factor 11, como se describe en el presente
documento, para su uso en el tratamiento, prevencion o mejora de complicaciones tromboembodlicas tales como
trombosis, embolia, tromboembolismo, trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, infarto de miocardio y
apoplejia.

En el presente documento se describe el uso de inhibidores especificos del Factor 11 como se describe en el
presente documento en la fabricacion de un medicamento para tratar, mejorar o prevenir una complicacion
tromboembodlica tal como trombosis, embolia, tromboembolismo, trombosis venosa profunda, embolia pulmonar,
infarto de miocardio y apoplejia.

Se divulga en el presente documento un inhibidor especifico del Factor 11 como se describe en el presente
documento para su uso en el tratamiento, prevencion o mejora de una complicacion tromboembdlica como se
describe en el presente documento mediante terapia de combinaciéon con un agente o terapia adicional como se
describe en el presente documento. .Los agentes o terapias pueden coadministrarse o administrarse de forma
concomitante.

Se divulga en el presente documento el uso un inhibidor especifico del Factor 11 como se describe en el presente
documento en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencién o mejora de una complicacion
tromboembdlica como se describe en el presente documento mediante terapia de combinacién con un agente o
terapia adicional como se describe en el presente documento. .Los agentes o terapias pueden coadministrarse o
administrarse de forma concomitante.
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Se divulga en el presente documento el uso un inhibidor especifico del Factor 11 como se describe en el presente
documento en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencién o mejora de una complicacion
tromboembdlica como se describe en el presente documento en un paciente al que se administra posteriormente un
agente o terapia adicional como se describe en el presente documento.

En el presente documento se divulga un kit para tratar, prevenir o mejorar una complicacion tromboembdlica como
se describe en la presente, en donde el kit comprende:

i) un inhibidor especifico de Factor 11 como se describe en el presente documento; y, como alternativa
(i) un agente o terapia adicional como se describe en el presente documento.

Un kit de la divulgacion puede incluir ademas instrucciones para usar el kit para tratar, prevenir o mejorar una
complicaciéon tromboembdlica como se describe en el presente documento mediante terapia de combinacion como
se describe en el presente documento.

En el presente documento se divulgan compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11. En ciertas
realizaciones, el acido nucleico del Factor 11 es cualquiera de las secuencias indicadas en el nimero de acceso en
GENBANK NM_000128.3 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1), numero de acceso en
GENBANK NT_022792,17, truncado de 19598000 a 19624000, (incorporado en el presente documento como SEQ
ID NO: 2), nimero de acceso en GENBANK NM_028066,1 (incorporado en el presente documento como SEQ ID
NO: 6), exones 1-15 nimero de acceso en GENBANK NM_028066,1 (incorporado en el presente documento como
SEQ ID NO: 274).

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado. EI compuesto
puede comprender un oligonucleétido modificado que consiste en 12 a 30 nucledsidos unidos.

El compuesto de la divulgacion puede comprender un oligonucleétido modificado que comprende una secuencia de
bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %,
al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. 1El compuesto
puede comprender un oligonucleétido modificado que comprende una secuencia de bases nucleotidicas 100%
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1.

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 656 a 676 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 656 a 676 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3).

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 665 a 687 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 665 a 687 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 50 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 675 a 704 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 675 a 704 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porciéon de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

al menos un 50 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 677 a 704 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 677 a 704 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 60 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 678 a 697 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 678 a 697 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 70 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 680 a 703 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 680 a 703 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcién de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el ejemplo 3 y el ejemplo 30).

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 683 a 702 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 683 a 702 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 90 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 738 a 759 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 738 a 759 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcién de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el ejemplo 3 y el ejemplo 30).

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende

una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 738 a 760 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
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menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 738 a 760 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledtido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 60 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 738 a 762 de
la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 738 a 762 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender
una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96
%, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud de SEQ ID
NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 45 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porciéon de bases nucleotidicas 1018 a 1042
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1018 a 1042 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledtido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 1062 a 1089
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleotido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1062 a 1089 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledtido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 70 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 1062 a 1090
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1062 a 1090 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 60 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 1062 a 1091
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1062 a 1091 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
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al menos un 20 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 1275 a 1301
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1062 a 1091 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledtido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 1276 a 1301
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1062 a 1091 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledtido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcion de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 30)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 1284 a 1308
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1062 a 1091 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 1291 a 1317
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1062 a 1091 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucledtido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se describe un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que comprende
una secuencia de bases nucleotidicas complementaria a al menos una porcién de bases nucleotidicas 1275 a 1318
de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleotido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al
menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de igual
longitud de bases nucleotidicas 1275 a 1318 de la SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas al menos 8 0%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % complementarias a una porcién de igual longitud
de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas 100 %
complementaria a una porcion de igual longitud de SEQ ID NO: 1. Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar
al menos un 70 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano determinados usando un método de ensayo RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3)-

En el presente documento se divulgan compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado que consiste en

de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tienen una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 8, al
menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas de una
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secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de entre las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las
SEQ ID NO: 15 a 241.

En el presente documento se divulgan compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado que consiste en
de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tienen una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 8, al
menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas de una
secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de entre las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las
SEQ ID NO: 15 a 269.

En el presente documento se divulgan compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado que consiste en
de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tienen una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 8, al
menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas de una
secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de entre las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las
SEQ ID NO: 242 a 269.

El oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16 o
al menos 18 bases nucleotidicas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 31,
32, 34, 36 para 38, 40, 41, 43, 51 a 53, 55, 56, 59, 60, 64, 66, 71, 73, 75, 96, 98 a 103, 105 a 109, 113 a 117, 119,
124,127,129, 171,172,174, 176, 178, 179, 181 a 197, 199 a 211 y 213 a 232. El oligonuclestido modificado puede
comprender una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 31, 32, 34, 36 para 38, 40,
41, 43, 51 a 53, 55, 56, 59, 60, 64, 66, 71, 73, 75, 96, 98 a 103, 105 a 109, 113 a 117, 119, 124, 127, 129, 171, 172,
174, 176, 178, 179, 181 a 197, 199 a 211 y 213 a 232. El oligonucleétido modificado puede consisitir en una
secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 31, 32, 34, 36 a 38, 40, 41, 43, 51 a 53, 55,
56, 59, 60, 64, 66, 71, 73, 75, 96, 98 a 103, 105 a 109, 113 a 117, 119, 124, 127, 129, 171, 172, 174, 176, 178, 179,
181 a 197, 199 a 211, y 213 a 232. Dicho oligonuclestido modificado puede alcanzar al menos un 70 % de inhibicién
de los niveles de ARNm humano como se determina usando un método de ensayo de RT-PCR, opcionalmente en
células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3).

El oligonucleotido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16 o
al menos 18 bases nucleotidicas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 31,
34, 37, 40, 43, 51 a 53, 60, 98, 100 a 102, 105 a 109, 114, 115, 119, 171, 174, 176, 179, 181, 186, 188 a 193, 195,
196, 199 a 210 y 213 a 232. El oligonucleétido modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas
seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 31, 34, 37, 40, 43, 51 a 53, 60, 98, 100 a 102, 105 a 109, 114, 115, 119, 171,
174,176, 179, 181, 186, 188 a 193, 195, 196, 199 a 210 y 213 a 232. El oligonucledtido modificado puede consistir
en una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 22, 31, 34, 37, 40, 43, 51 a 53, 60, 98,
100 a 102, 105 a 109, 114, 115, 119, 171, 174, 176, 179, 181, 186, 188 a 193, 195, 196, 199 a 210, y 213 a 232.
Dicho oligonucleétido modificado puede alcanzar al menos un 80 % de inhibicién de los niveles de ARNm humano
como se determina usando un método de ensayo de RT-PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como
se describe en el Ejemplo 3).

El oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16 o
al menos 18 bases nucleotidicas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 31, 37,
100, 105, 179, 190 a 193, 196, 202 a 207, 209, 210, 214 a 219, 221 a 224, 226, 227, 229, y 231. El oligonucledtido
modificado puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 31, 37, 100,
105, 179, 190 a 193, 196, 202 a 207, 209, 210, 214 a 219, 221 a 224, 226, 227, 229, y 231. El oligonucledtido
modificado puede consistir en una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 31, 37, 100,
105, 179, 190 a 193, 196, 202 a 207, 209, 210, 214 a 219, 221 a 224, 226, 227, 229, y 231. Dicho oligonucleétido
modificado puede alcanzar al menos un 90 % de inhibicion de los niveles de ARNm humano como se determina
usando un método de ensayo de RT-PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el
Ejemplo 3).

El oligonucleétido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16 o
al menos 18 bases nucleotidicas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 34, 52,
53, 114, 115, 190, 213 a 232, 242 a 260 y 262 a 266. El oligonucledtido modificado puede comprender una
secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 34, 52, 53, 114, 115, 190, 213 a 232, 242 a 260 y
262 a 266. El oligonucledtido modificado puede consistir en una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de
las SEQ ID NO: 34, 52, 53, 114, 115, 190, 213 a 232, 242 a 260, y 262 a 266. Dichos oligonucleétidos modificados
pueden alcanzar al menos un 70 % de inhibicion de los niveles de ARNm humano como se determina usando un
método de ensayo de RT-PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 30).

El oligonuclestido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16 o
al menos 18 bases nucleotidicas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 34, 52,
53, 114, 115, 190, 213 a 216, 218 a 226, 243 a 246, 248, 249, 252 a 259, 264 y 265. El oligonucledtido modificado
puede comprender una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 34, 52, 53, 114, 115,
190, 213 a 216, 218 a 226, 243 a 246, 248, 249, 252 a 259, 264 y 265. El oligonucledtido modificado puede consistir
en una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 34, 52, 53, 114, 115, 190, 213 a 216, 218
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a 226, 243 a 246, 248, 249, 252 a 259, 264 y 265. Dichos oligonucledtidos modificados pueden alcanzar al menos
un 80 % de inhibicion de los niveles de ARNm humano como se determina usando un método de ensayo de RT-
PCR, opcionalmente en células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 30).

El oligonuclestido modificado puede comprender al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16 o
al menos 18 bases nucleotidicas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NO: 34, 190,
215, 222, 223, 226, 246, y 254. El oligonucledtido modificado puede comprender una secuencia de bases
nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NOs: 34, 190, 215, 222, 223, 226, 246, y 254. El oligonucleétido
modificado puede consisitir en una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de las SEQ ID NOs: 34, 190,
215, 222, 223, 226, 246 y 254. Dichos oligonucleétidos modificados pueden alcanzar al menos un 90 % de inhibicién
de los niveles de ARNm humano como se determina usando un método de ensayo de RT-PCR, opcionalmente en
células HepG2 (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 30).

En ciertas realizaciones, el compuesto consiste en un oligonucleétido modificado monocatenario.
En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consiste en 20 nucledsidos unidos.

La secuencia de bases nucleotidicas del oligonucledtido modificado puede ser 100 % complementaria de una
secuencia de bases nucleotidicas de SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 274.

En ciertas realizaciones, el compuesto tiene al menos un enlace internucleosidico modificado. En ciertas
realizaciones, el enlace internucleosidico es un enlace internucleosidico fosforotioato.

En ciertas realizaciones, el compuesto tiene al menos un un nucleésido que comprende un azucar modificado. En
ciertas realizaciones, el al menos un azucar modificado es un azucar biciclico. En ciertas realizaciones, el al menos
un azucar modificado comprende un 2'-O-metoxietilo.

En el presente documento se divulgan compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado que consiste en
de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tienen una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 8, al
menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas de una
secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de entre las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las
SEQ ID NO: 15 a 241, SEQ ID NO: 15 a 269, o SEQ ID NO: 242 a 269, en el que al menos un nucledsido
comprende un azucar modificado.

En ciertas realizaciones, dicho al menos un al menos un azticar modificado es un azucar biciclico.

En ciertas realizaciones, dicho al menos un azucar biciclico comprende un puente 4'-(CH;),-O-2', enelquenes 1 0
2.

En ciertas realizaciones, dicho al menos un azicar biciclico comprende un puente 4'-CH(CH3)-0-2".

En ciertas realizaciones, dicho al menos un azicar modificado comprende un grupo 2'-O-metoxietilo.

En el presente documento se divulgan compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado que consiste en
de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tienen una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 8, al
menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas de una
secuencia de bases nucleotidicas seleccionada de entre las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las
SEQ ID NO: 15 a 241, SEQ ID NO: 15 a 269, o SEQ ID NO: 242 a 269, que comprende al menos un nucledsido
modificado con tetrahidropirano en el que un anillo de tetrahidropirano reemplaza el anillo de furanosa.

En ciertas realizaciones, dicho al menos un nucledsido modificado con tetrahidropirano tiene la estructura:

Lo o
S

En ciertas realizaciones, el compuesto tiene al menos un un nucleésido que comprende una base nucleotidica
modificada. En ciertas realizaciones, la base nucleotidica modificada es una 5-metilcitosina.

Bx

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:
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(i) un segmento separador que consiste en desoxinucledsidos unidos;

(i) un segmento del ala en 5' que consiste en nucledsidos unidos;

(iii) un segmento de ala 3’ que consiste en nucledsidos unidos, en el que el segmento separador esta situado
inmediatamente adyacente a y 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 azucar modificado. En algunas de tales realizaciones, cada citosina en
el oligonucleétido modificado es una 5-metilcitosina.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

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

(i) un segmento del ala en 5' que consiste en cinco nucledsidos unidos;

(iii) un segmento de ala 3’ que consiste en cinco nucledsidos unidos, en el que el segmento separador esta
situado inmediatamente adyacente a y 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 2'-O-metoxietil-azicar; y en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato. En algunas de tales realizaciones, cada citosina en el
oligonucledtido modificado es una 5-metilcitosina.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

(i) un segmento separador que consiste en catorce desoxinucledsidos unidos;

(i) un segmento del ala en 5' que consiste en tres nucledsidos unidos;

(iii) un segmento de ala 3’ que consiste en tres nucledsidos unidos, en el que el segmento separador esta situado
inmediatamente adyacente a y 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 2'-O-metoxietil-azucar; y en el que cada enlace internucleosidico es un
enlace fosforotioato. En algunas de tales realizaciones, cada citosina en el oligonucleétido modificado es una 5-
metilcitosina.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado del compuesto comprende:

(i) un segmento separador que consiste en trece desoxinucledsidos unidos;

(i) un segmento del ala en 5' que consiste en dos nucledsidos unidos;

(iii) un segmento de ala 3’ que consiste en cinco nucledsidos unidos, en el que el segmento separador esta
situado inmediatamente adyacente a y 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 2'-O-metoxietil-azicar; y en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato. En algunas de tales realizaciones, cada citosina en el
oligonucledtido modificado es una 5-metilcitosina.

En el presente documento se divulga una composicién que comprende un oligonucleétido modificado que consiste
en de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 12
bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada entre las secuencias de bases
nucleotidicas enumeradas en las SEQ ID NO: 15 a 241 o una sal de las mismas y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento se divulga una composicién que comprende un oligonucleétido modificado que consiste
en de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 12
bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada entre las secuencias de bases
nucleotidicas enumeradas en las SEQ ID NO: 15 a 269 o una sal de las mismas y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento se divulga una composicién que comprende un oligonucleétido modificado que consiste
en de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 12
bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de bases nucleotidicas seleccionada entre las secuencias de bases
nucleotidicas enumeradas en las SEQ ID NO: 241 a 269 o una sal de las mismas y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden administrar a un animal un compuesto que
comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia
de bases nucleotidicas que comprende al menos 8 bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de bases
nucleotidicas seleccionada entre las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las SEQ ID NO: 15 a 241.

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden administrar a un animal un compuesto que
comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia
de bases nucleotidicas que comprende al menos 8 bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de bases
nucleotidicas seleccionada entre las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las SEQ ID NO: 15 a 269.

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden administrar a un animal un compuesto que

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia
de bases nucleotidicas que comprende al menos 8 bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de bases
nucleotidicas seleccionada entre las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las SEQ ID NO: 241 a 269.

El animal puede ser un ser humano.
La administracion puede prevenir la trombosis venosa profunda o la embolia pulmonar.

El compuesto se puede coadministrar con cualquiera del grupo seleccionado de entre aspirina, clopidogrel,
dipiridamol, heparina, lepirudina, ticlopidina, warfarina, apixaban, rivaroxaban y LOVENOX.

El compuesto se puede coadministrar con cualquier inhibidor del Factor Xa.

El inhibidor del Factor Xa puede ser cualquiera de rivaroxaban, LY517717, YM150, apixaban, PRT054021 y DU-
176b.

El compuesto se puede administrar concomitantemente con cualquiera del grupo seleccionado de entre aspirina,
clopidogrel, dipiridamol, heparina, lepirudina, ticlopidina, warfarina, apixaban, rivaroxaban y LOVENOX se
administran de forma concomitante.

La administracion puede ser administracion parenteral. La administraciéon parenteral puede ser cualquier
administracion subcutanea o intravenosa.

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden identificar un animal en riesgo de desarrollar
complicaciones tromboembdlicas y administrar al animal en riesgo una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto que comprende un oligonucledtido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos, en el que
el oligonucleétido modificado es complementario de un acido nucleico del Factor 11.

La complicacién tromboembodlica puede ser trombosis venosa profunda, embolia pulmonar o una combinacién de las
mismas.

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden identificar un animal que tiene un trastorno de la
coagulacion mediante la administracion al animal en riesgo una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
que comprende un oligonucledtido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos, en el que el
oligonucledétido modificado es complementario de un acido nucleico del Factor 11.

El compuesto se puede coadministrar con cualquiera del grupo seleccionado de entre aspirina, clopidogrel,
dipiridamol, heparina, lepirudina, ticlopidina, warfarina, apixaban, rivaroxaban y LOVENOX.

El compuesto se puede administrar concomitantemente con cualquiera del grupo seleccionado de entre aspirina,
clopidogrel, dipiridamol, heparina, lepirudina, ticlopidina, warfarina, apixaban, rivaroxaban y LOVENOX se
administran de forma concomitante.

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden reducir el riesgo de complicaciones
tromboembodlicas en un animal mediante la administracién al animal de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto que comprende un oligonucledtido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos, en el que
el oligonucledtido modificado es complementario de un acido nucleico del Factor 11.

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden tratar un trastorno de la coagulacién en un animal
mediante la administracion al animal en riesgo una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que
comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos, en el que el
oligonucledtido modificado es complementario de un acido nucleico del Factor 11.

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden inhibir la expresion del factor 11 en un animal
mediante la administracion al animal en riesgo una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que
comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos, en el que el
oligonucledétido modificado es complementario de un acido nucleico del Factor 11.

La inhibicion del Factor 11 en el animal puede revertirse administrando un antidoto al oligonucleétido modificado.

El antidoto puede ser un oligonucleétido complementario del oligonucleétido modificado.

Compuestos antisentido

Los compuestos oligoméricos incluyen, entre otros, oligonucledétidos, oligonucledsidos, analogos de oligonucleétidos,

miméticos de oligonucleotidos, compuestos antisentido, oligonucledtidos antisentido y ARNip. Un compuesto
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oligomérico puede ser "antisentido" de un acido nucleico diana, lo que significa que es capaz de sufrir hibridacion
con un acido nucleico diana mediante enlaces de hidrégeno.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de bases nucleotidicas que, cuando se
escribe en la direccion 5’ a 3', comprende el complementario inverso del segmento diana de un acido nucleico diana
al que esta dirigido. En ciertas de estass realizaciones, un oligonucledtido antisentido tiene una secuencia de bases
nucleotidicas que, cuando se escribe en la direccion 5’ a 3', comprende el complementario inverso del segmento
diana de un acido nucleico diana al que esta dirigido.

Un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del Factor 11 puede tener una longitud de 12 a 30
subunidades. En otras palabras, tales compuestos antisentido tienen de 12 a 30 subunidades unidas. El compuesto
antisentido puede ser de 8 a 80, de 12 a 50, de 15 a 30, de 18 a 24, de 19 a 22 o 20 subunidades unidas. Los
compuestos antisentido pueden ser 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 subunidades unidas de longitud, o un
intervalo definido por cualquiera de los dos valores anteriores. EI compuesto antisentido puede ser un
oligonucledtido antisentido y las subunidades unidas pueden ser nucleoétidos.

Los oligonucledtidos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 pueden acortarse o truncarse. Por
ejemplo, una sola subunidad puede eliminarse del extremo 5’ (truncamiento en 5’), o, alternativamente, del extremo
3’ (truncamiento en 3'). Un compuesto antisentido acortado o truncado dirigido a un acido nucleico del Factor 11
puede tener dos subunidades delecionadas del extremo 5 o, alternativamente, puede tener dos subunidades
eliminadas del extremo 3', del compuesto antisentido. Como alternativa, los nucledsidos delecionados se pueden
dispersar por todo el compuesto antisentido, por ejemplo, en un compuesto antisentido que tiene un nucledsido
delecionado del extremo 5’ y un nucleésido eliminado del extremo 3'.

Cuando esta presente una Unica subunidad adicional en un compuesto antisentido alargado, la subunidad adicional
puede localizarse en el extremo 5’ o 3' del compuesto antisentido. Cuando estan presentes dos o mas subunidades
adicionales, las subunidades afiadidas pueden estar adyacentes entre si, por ejemplo, en un compuesto antisentido
que tiene dos subunidades afadidas al extremo 5’(adiciéon en 5') o, como alternativa, al extremo 3’(adicién en 3’), del
compuesto antisentido. Como alternativa, las subunidades afiadidas se pueden dispersar por todo el compuesto
antisentido, por ejemplo, en un compuesto antisentido que tiene una subunida afadida al extremo 5 y una
subunidad afadida al extremo 3'.

Es posible aumentar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido, tal como un oligonucleétido antisentido, y/o
introducir bases apareadas erréneamente sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf y col. (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:7305-7309, 1992), se analiz6 una serie de oligonucleétidos antisentido de 13-25 bases nucleotidicas de
longitud su capacidad para inducir la escision de un ARN diana en un modelo de inyeccién de oocitos. Los
oligonucledtidos antisentido de 25 bases nucleotidicas de longitud con 8 u 11 apareamientos errébneos de bases
cerca de los extremos de los los oligonucleotidos antisentido fueron capaces de dirigir la escision especifica del
ARNm diana, aunque en menor medida que los los oligonucleétidos antisentido que no contenian apareamientos
erroneos. De un modo similar, se consiguid una escision especifica de la diana usando oligonucledtidos antisentido
de 13 bases nucleatidicas, incluidos aquéllos con 1 o 3 apareamientos erréneos.

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

Maher y Dolnick (Nuc. Acid. Res. 16:3341-3358,1988) analizaron en una serie de oligonucleotidos antisentido de 14
bases nucleotidicas en tandem y oligonucleétidos antisentido de 28 y 42 bases nucleotidicas compuesos por la
secuencia de dos o trees de los oligonucledtidos antisentido en tancem, respectivamente, su capacidad para detener
la traduccion de DHFR humano en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los tres oligonucleétidos
antisentido de 14 bases nucleoitidicas pudo inhibir la traduccién, aunque a un nivel mas modesto que los
oligonucledtidos antisentido de 28 o 42 bases nucleotidicas.

Motivos de compuestos antisentido

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 tienen subunidades
quimicamente modificadas dispuestas en patrones, o motivos, para conferir a los compuestos antisentido
propiedades tales como potenciacion de la actividad inhibidora, afinidad de unién incrementada por un acido
nucleico diana o resistencia a la degradacion por nucleasas in vivo.

Los compuestos antisentido quiméricos normalmente contienen al menos una region modificada de modo que

confieren un incremento de la resistencia a la degradacion por nucleasas, incremento de la captacion celular y/o
incremento de la afinidad de unién por el acido nucleico diana y/o una actividad inhibidora incrementada. Una
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segunda regién de un compuesto antisentido quimérico puede servir opcionalmente como sustrato para la
endonucleasa ARNasa H celular, que escinde la cadena de ARN de un duplex de ARN:ADN.

Los compuestos antisentido que tienen un motivo gapmer se consideran compuestos antisentido quiméricos. En un
gapmer, una region interna que tiene una pluralidad de nucleétidos que soporta la escision de ARNasaH se coloca
entre regiones externas que tienen una pluralidad de nucleétidos que son quimicamente distintos de los nucledsidos
de la region interna. En el caso de un oligonucledtido antisentido que tiene un motivo gapmer, el segmento
separador generalmente sirve como sustrato para la escision con endonucleasa, mientras que los segmentos de ala
comprenden nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, las regiones de un gapmer se diferencian por los
tipos de restos de azlcar que comprenden cada region distinta. Los tipos de restos de azlcar que se usan para
diferenciar las regiones de un gapmer pueden, en algunas realizaciones, incluir B-D-ribonucledsidos, B-D-
desoxirribonucledsidos, nucledsidos modificados en 2’ (tales nucledsidos modificados en 2’ pueden incluir 2'-MOE y
2'-O-CHjs, entre otros), y los nucledsidos modificados con azucar biciclico (tales nucledsidos modificados con azucar
biciclico pueden incluir los que tienen un puente 4'-(CH2) n-O-2', donde n = 1 o n = 2). Preferiblemente, cada region
distinta comprende restos de azucar uniformes. El motivo de ala-separador-ala se describe con frecuencia como "X-
Y-Z", en el que "X" representa la longitud de la region del ala en 5, "Y" representa la longitud de la region
separadora y "Z" representa la longitud de la region del ala en 3. Como se usa en el presente documento , un
gapmer descrito como "X-Y-Z" tiene una configuracion tal que el segmento separador se coloca inmediatamente
adyacente a cada uno del segmento de ala en 5 y el segmento de ala en 3'. Por lo tanto, no existen nucleétidos
intermedios entre el segmento de ala en 5’ y el segmento separadir o el segmento separador y el segmento de ala
en 3'. Cualquiera de los compuestos antisentido descritos en el presente documento puede tener un motivo de
gapmer. En algunas realizaciones, X y Z son iguales, en otras realizaciones son diferentes. En una realizacion
preferida, Y esta entre 8 y 15 nucledtidos. X, Y o Z pueden ser cualquierade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 o mas nucleotidos. Por lo tanto, los gapmeros de la presente invencion 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, 5-8-5, 0 6-8-6.

En ciertas realizaciones, el compuesto antisentido tiene un motivo de "wingmer" que tiene una configuracion de ala-
separador o separador-ala, es decir, una configuracion X-Y o Y-Z como se ha descritito anteriormente para la
configuracion de gapmer. Por lo tanto, las configuraciones de las alas de la presente invencion incluyen, entre otras,
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, 5-13, 5-8 0 6-8.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 poseen un motivo
gapmer 5-10-5.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 poseen un motivo
gapmer 3-14-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 poseen un motivo
gapmer 2-13-5.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 poseen un motivo
gapmer 5-8-5.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 poseen un motivo
gapmer 6-8-6.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del factor 11 tiene un ensanchado por
separador.

En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido ensanchado por separador dirigido a un acido nucleico del
Factor 11 tiene un segmento separador de catorce 2'-desoxirribonucledtidos posicionados inmediatamente
adyacentes a y entre segmentos de ala de tres nucledsidos modificados quimicamente. En ciertas realizaciones, la
modificaciéon quimica comprende una modificacion de 2'-azucar. En otra realizaciéon, la modificacién quimica
comprende una modificacién de 2'-MOE azucar.

En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido ensanchado por separador dirigido a un acido nucleico del
Factor 11 tiene un segmento separador de trece 2'-desoxirribonucledtidos posicionados inmediatamente adyacentes
a y entre un segmento de ala en 5’ de dos nucledsidos modificados quimicamente y un segmento de ala en 3' de
cinco nucleésidos quimicamente modificados. En ciertas realizaciones, la modificacion quimica comprende una
modificaciéon de 2'-azucar. En otra realizacién, la modificacion quimica comprende una modificacién de 2'-MOE
azucar.

Acidos nucleicos diana, regiones diana y secuencias de nucleétidos

Las secuencias de nucledtidos que codifican el Factor 11 incluyen, sin limitacion, las siguientes: N.° de acceso en
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GENBANK NM_000128.3, primero depositado en GENBANK el 24 de marzo de 1999, incorporado en el presente
documento como SEQ ID NO: 1; NT _022792,17, truncado de 19598000 a 19624000, primero depositado en
GENBANK el 29 de noviembre de 2000, e incorporado en el presente documento SEQ ID NO: 2; N.° de acceso en
GENBANK NM_028066,1, primero depositado en GENBANK el 2 de junio de 2002, incorporado en el presente
documento como SEQ ID NO: 6; y los exones 1-15 de N.° de acceso en GENBANK NW_001118167,1, primero
depositado en GENBANK el 28 de marzo de 2006, incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 274.

Se entiende que la secuencia indicada en cada SEQ ID NO en los Ejemplos contenidos en el presente documento
es independiente de cualquier modificacion de un resto azucar, un enlace internucleosidico o una base nucleotidica.
Como tales, 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 nucleotidica. Los compuestos
antisentido descritos por el numero Isis (n.° Isis) indican una combinaciéon de secuencia de bases nucleotidicas y
motivo.

En ciertas realizaciones, una regiéon diana es una region estructuralmente definida del acido nucleico diana. Por
ejemplo, una regioén diana puede abarcar una 3’ UTR, una 5° UTR, un exoén, un intrén, una una unién exon/intrén,
una region codificadora, una region de inicio de la traduccién, una region de terminacion de la traduccion u otra regin
de acido nucleico definida. Las regiones estructuralmente definidas para el Factor 11 pueden obtenerse por nimero
de acceso de bases de datos de secuencias, tales como NCBI. En ciertas realizaciones, una region diana puede
abarcar la secuencia desde un sitio diana en 5’ de un segmento diana dentro de la region diana hasta un sitio diana
en 3' de otro segmento diana dentro de la misma regién diana.

El direccionamiento incluye la determinacién de al menos un segmento diana al que se hibrida un compuesto
antisentido, de manera que se produce un efecto deseado. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es una
reduccion de los niveles de acido nucleico diana de ARNm. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es la
reduccion de los niveles de proteina codificada por el acido nucleico diana o un cambio fenotipico asociado con el
acido nucleico diana.

Una region diana puede contener uno o mas segmentos diana. Mdultiples segmentos diana dentro de una region
diana pueden estar superpuestos. Como alternativa, pueden no superponerse. En ciertas realizaciones, los
segmentos diana dentro de una region diana estan separados en no mas de aproximadamente 300 nucledtidos. En
ciertas realizaciones, los segmentos diana dentro de una regién diana estan separados por un numero de
nucledtidos que es, es aproximadamente, no es mas que, no es mas que aproximadamente, 250, 200, 150, 100, 90,
80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o 10 nucledtidos en el acido nucleico diana, o es un intervalo definido por dos cualesquiera
de los valores precedentes. En ciertas realizaciones, los segmentos diana dentro de una region diana estan
separados por no mas de, o no mas de aproximadamente, 5 nucleétidos en el acido nucleico diana. En ciertas
realizaciones, los segmentos diana son contiguos. Se contemplan las regiones diana definidas por un intervalo que
tiene un acido nucleico de partida que es cualquiera de los sitios diana en 5o los sitios diana en 3' enumerados en el
presente documento.

Se pueden encontrar segmentos diana adecuados dentro de una UTR 5’, una region de codificacion, una 3' UTR, un
intrén, un exén o una union exén/intron. Los segmentos diana que contienen un coddn de iniciacion o un codén de
terminacion también son segmentos diana adecuados. Un segmento diana adecuado puede excluir especificamente
una cierta region definida estructuralmente, tal como el coddn de iniciacion o el codon de terminacion.

La determinacion de segmentos diana adecuados puede incluir una comparaciéon de la secuencia de un acido
nucleico diana con ofras secuencias en todo el genoma. Por ejemplo, el algoritmo BLAST puede usarse para
identificar regiones de similitud entre diferentes acidos nucleicos. Esta comparacion puede evitar la seleccion de
secuencias de compuestos antisentido que pueden hibridar de una manera no especifica con secuencias distintas
de un acido nucleico diana seleccionado (es decir, secuencias no diana o fuera de la diana).

Puede haber variacion en la actividad (por ejemplo, como se define por el porcentaje de reduccion de los niveles de
acido nucleico diana) de los compuestos antisentido dentro de una regién diana activa. En ciertas realizaciones, las
reducciones en los niveles de ARNm del Factor 11 son indicativas de la inhibiciéon de la expresiéon del Factor 11. Las
reducciones en los niveles de una proteina del Factor 11 también son indicativas de la inhibicién de la expresion del
ARNm diana. Ademas, los cambios fenotipicos son indicativos de la inhibiciéon de la expresién del Factor 11. Por
ejemplo, un tiempo aPTT prolongado puede ser indicativo de la inhibicion de la expresiéon del Factor 11. En otro
ejemplo, el tiempo aPTT prolongado junto con un tiempo de PT normal puede ser indicativo de la inhibicion de la
expresion del Factor 11. En otro ejemplo, una cantidad disminuida del Factor de plaquetas 4 (PF-4) puede ser
indicativo de la inhibicién de la expresion del Factor 11. En otro ejemplo, la formacion reducida de trombo o el
aumento del tiempo para la formacién de trombos pueden ser indicativos de la inhibicién de la expresion del Factor
11.

Hibridacién

En algunas realizaciones, la hibridacién se produce entre un compuesto antisentido descrito en el presente
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documento y un acido nucleico del Factor 11. El mecanismo mas comun de hibridacion implica enlaces de hidrégeno
(por ejemplo, enlaces de Watson-Crick, Hoogsteen o enlaces de hidrogeno invertidos de Hoogsteen) entre bases
nucleotidicas complementarias de las moléculas de acido nucleico.

La hibridacion se puede producir en diferentes condiciones. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y
estan determinadas por la naturaleza y la composicion de las moléculas de acido nucleico a hibridar.

Los métodos para determinar si una secuencia es especificamente hibridable con un acido nucleico diana son bien
conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido descritos en el presente documento
son especificamente hibridables con un acido nucleico del Factor 11.

Complementariedad

Un compuesto antisentido y un acido nucleico diana son complementarios entre si cuando un nimero suficiente de
bases nucleotidicas del compuesto antisentido puede unirse por hidrogeno con las bases nucleotidicas
correspondientes del acido nucleico diana, de modo que se producira un efecto deseado (por ejemplo, inhibicién
antisentido de un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico del Factor 11).

Las bases nucleotidicas no complementarias entre un compuesto antisentido y un acido nucleico del Factor 11 se
pueden tolerar a condicion de que el compuesto antisentido permanezca capaz de hibridar especificamente con un
acido nucleico diana. Ademas, un compuesto antisentido puede hibridarse sobre uno o mas segmentos de un acido
nucleico del Factor 11 de manera que los segmentos intermedios o adyacentes no estan implicados en el
acontecimiento de hibridacion (por ejemplo, una estructura de bucle, apareamiento erréneo o estructura en
horquilla).

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido descritos en el presente documento, o una porcién especifica
de los mismos, son, o son al menos, 70 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % complementarios de un acido nucleico del Factor 11, una region diana,
segmento diana, o una porcion especificada de los mismos. El porcentaje de complementariedad de un compuesto
antisentido con un acido nucleico diana puede determinarse usando métodos rutinarios. Por ejemplo, un compuesto
antisentido en el que 18 de 20 bases nucleotidicas del compuesto antisentido son complementarias de una region
diana, y, por lo tanto, hibridaran especificamente, representarian un 90 por ciento de complementariedad. En este
ejemplo, las bases nucleotidicas no complementarias restantes pueden agruparse o intercalarse con bases
nucleotidicas complementarias y no necesitan ser contiguas entre si o con bases nucleotidicas complementarias.
Como tal, un compuesto antisentido que tiene una longitud de 18 bases nucleotidicas que tiene 4 (cuatro) bases
nucleotidicas no complementarias que estan flanqueadas por dos regiones de complementariedad completa con el
acido nucleico diana, tendria un 77,8 % de complementariedad global con el acido nucleico diana. El porcentaje de
complementariedad de un compuesto antisentido con una region de un acido nucleico diana se puede determinar
rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de busqueda de alineacion local basica) y 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, identidad de secuencia o complementariedad, puede
determinarse mediante, por ejemplo, el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix,
Genetics Computer Group, University Research Park, Madison Wis.), utilizando la configuracion predeterminada,
que utiliza la algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482 489).

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido descritos en el presente documento, o partes especificas de los
mismos, son completamente complementarios (es decir, 100 % complementarios) de un acido nucleico diana, o una
parte especifica de los mismos. Por ejemplo, el compuesto antisentido puede ser completamente complementario de
un acido nucleico del Factor 11, o una region diana, o un segmento diana o una secuencia diana del mismo. Como
se usa en el presente documento, "completamente complementario” significa que cada base nucleotidica de un
compuesto antisentido es capaz de aparear bases precisas con las bases nucleotidicas correspondientes de un
acido nucleico diana. Por ejemplo, un compuesto antisentido de 20 bases nucleotidicas es completamente
complementario a una secuencia diana que tiene una longitud de 400 bases nucleotidicas, siempre que haya una
porcién correspondiente de 20 bases nucleotidicas del acido nucleico diana que sea completamente complementaria
del compuesto antisentido. Completamente complementario también puede usarse en referencia a una porcion
especificada del primero y/o el segundo acido nucleico. Por ejemplo, una porcion de 20 bases nucleotidicas de un
compuesto antisentido de 30 bases nucleotidicas puede ser "completamente complementaria" de una secuencia
diana que tiene una longitud de 400 bases nucleotidicas. La porcion de 20 bases nucleotidicas del oligonucleétido
de 30 bases nucleotidicas es completamente complementaria de la secuencia diana si la secuencia diana tiene una
porcion de 20 bases nucleotidicas correspondiente en la que cada base nucleotidica es complementaria de la
porcion de 20 bases nucleotidicas del compuesto antisentido. Al mismo tiempo, el compuesto antisentido de 30
bases nucleotidicas completo puede o no ser completamente complementario de la secuencia diana, dependiendo
de si las 10 bases nucleotidicas restantes del compuesto antisentido también son complementarias a la secuencia
diana.

La ubicaciéon de una base nucleotidica no complementaria puede estar en el extremo 50 en el extremo 3' del
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compuesto antisentido. Como alternativa, la base nucleotidica o bases nucleotidicas no complementarias puede
estar en una posicion interna del compuesto antisentido. Cuando dos o mas bases nucleotidicas no
complementarias estan presentes, pueden ser contiguas (es decir, unidas) o no contiguas. Una base nucleotidica no
complementaria puede estar localizada en el segmento de ala de un oligonucleétido antisentido de gapmer.

Los compuestos antisentido que tienen una longitud de hasta 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o0 20 bases nucleotidicas
comprenden no mas de 4, no mas de 3, no mas de 2, o no mas de 1 base nucleotidica (s) no complementaria (s)
con respecto a un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico del Factor 11, o una porcion especificada de los
mismos.

Los compuestos antisentido que tienen 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 nucleotidicas comprenden no mas de 6, no mas de 5, no mas de 4, o no mas de 3, no
mas de 2 o o mas de 1 base(s) nucleotidica(s) no complementaria(s) con respecto a un acido nucleico diana, tal
como un acido nucleico del Factor 11, o una porcién especificada de los mismos.

Los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento también incluyen aquellos que son
complementarios a una porcién de un acido nucleico diana. Como se usa en el presente documento, "porcion” se
refiere a un numero definido de bases nucleotidicas contiguas (es decir, unidas) dentro de una regién o segmento de
un acido nucleico diana. Una "porcion" también se puede referir a un numero definido de bases nucleotidicas
contiguas de un compuesto antisentido. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios
de al menos una porcién de 8 bases nucleotidicas de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido son complementarios de al menos una porcion de 12 bases nucleotidicas de un segmento diana. En
ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una porciéon de 15 bases
nucleotidicas de un segmento diana. También se contemplan compuestos antisentido que son complementarios a al
menos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas porciones de base nucleotidica de un segmento diana, o
un intervalo definido por cualquiera de estos dos valores.

Identidad

Los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento también pueden tener un porcentaje de
identidad definido para una secuencia de nucleétidos en particular, SEQ ID NO, o compuesto representado por un
numero Isis especifico, o una porcién del mismo. Como se usa en el presente documento, un compuesto antisentido
es idéntico a la secuencia divulgada en el presente documento si tiene la misma capacidad de apareamiento de
bases nucleotidicas. 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 tanto el uracilo como la timidina se aparean con
adenina. Se contemplan versiones acortadas y alargadas de los compuestos antisentido descritos en el presente
documento, asi como también compuestos que tienen bases no idénticas en relacion con los compuestos
antisentido proporcionados en el presente documento. Las bases no idénticas pueden estar adyacentes o dispersas
por el oligonucleétido por todo el compuesto antisentido. El porcentaje de identidad de un compuesto antisentido se
calcula de acuerdo con el numero de bases que tienen idéntico apareamiento de bases con respecto a la secuencia
con la que se esta comparando.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido, o porciones de los mismos, son al menos 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idénticos de uno o mas de los compuestos antisentido o las
SEQ ID NOs, o una porcién de los mismos, divulgados en el presente documento.

En ciertas realizaciones, una porcion del compuesto antisentido se compara con una porcion de igual longitud del
acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, se compara una porcion de base nucleotidica de 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 con una porcién de igual longitud del acido nucleico diana.

En ciertas realizaciones, una porcion del oligonucleétido antisentido se compara con una porcién de igual longitud
del acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, se compara una porcién de base nucleotidica de 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 con una porcién de igual longitud del acido nucleico diana.

Modificaciones

Un nucledsido es una combinacién de base-azucar. La porcion de bases nucleotidicas (también conocida como
base) del nucledsido es, normalmente, un resto de base heterociclica. Los nucledtidos son nucledsidos que incluyen
ademas un grupo fosfato unido covalentemente a la porcién azucar del nucledsido. Para los nucledsidos que
incluyen un azucar de pentofuranosilo, el grupo fosfato se puede unir al resto hidroxilo en 2’, 3’ 0 5’ del azucar. Los
oligonucledtidos se forman a través del enlace covalente de nucledsidos adyacentes entre si, para formar un
oligonucledtido polimérico lineal. Dentro de la estructura del oligonucleétido, normalmente se hace referencia a los
grupos fosfato como formadores de los enlaces internucleosidicos del oligonucleoétido.

Las modificaciones de los compuestos antisentido abarcan sustituciones o cambios en los enlaces
internucleosidicos, restos de azlcar o bases nucleotidicas. Los compuestos antisentido modificados a menudo se
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prefieren sobre las formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular
potenciada, afinidad potenciada por el diana de acido nucleico, estabilidad aumentada en presencia de nucleasas o
actividad inhibidora incrementada.

Los nucledsidos modificados quimicamente también pueden emplearse para aumentar la afinidad de unién de un
oligonucledtido antisentido acortado o truncado por su acido nucleico diana. En consecuencia, a menudo se pueden
obtener resultados comparables con compuestos antisentido mas cortos que tienen tales nucleésidos modificados
quimicamente.

Enlaces internucleosidicos modificados

Enlace internucleosidico de origen natural de ARN y ADN es un enlace fosfodiéster 3' a 5. Los compuestos
antisentido que tienen uno o mas enlaces internucleosidicos modificados, es decir, no naturales se seleccionan a
menudo sobre compuestos antisentido que tienen enlaces internucleosidicos naturales debido a las propiedades
deseables tales como, por ejemplo, captacion celular potenciada, afinidad potenciada por acidos nucleicos diana y
aumento de la afinidad estabilidad en presencia de nucleasas.

Los oligonucledtidos que tienen enlaces internucleosidicos modificados incluyen enlaces internucleosidicos que
retienen un atomo de fésforo asi como enlaces internucleosidicos que no tienen un atomo de fésforo. Enlaces
internucledsidos representativos que contienen fosforo incluyen, entre otros, fosforodiésteres, fosforotriésteres,
metilfosfonatos, fosforoamidato y fosforotioatos. Los métodos de preparacion de enlaces que contienen fésforo y que
no contienen fésforo son bien conocidos.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 comprenden uno o
mas enlaces internucleosidicos modificados. En ciertas realizaciones, los enlaces internucleosidicos modificados
son enlaces fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico de un compuesto antisentido es un
enlace internucleosidico fosforotioato.

Restos de azucar modificada

Los compuestos antisentido de la invencion pueden contener, opcionalmente, uno o mas nucledsidos en los que el
grupo azucar ha sido modificado. Dichos nucledsidos modificados con azicar pueden impartir estabilidad de
nucleasa potenciada, afinidad de unidon aumentada o alguna otra propiedad biolégica beneficiosa a los compuestos
antisentido. En ciertas realizaciones, los nucledsidos comprenden restos de anillo de ribofuranosa modificados
quimicamente. Los ejemplos de anillos de ribofuranosa modificados quimicamente incluyen sin limitacion, la adicién
de grupos sustituyentes (incluyendo grupos sustituyentes 5 y 2', puente de atomos del anillo no geminales para
formar acidos nucleicos biciclicos (BNA), reemplazo del atomo de oxigeno del anillo ribosilo con S, N (R) o C (R1)
(R) 2 (R = H, alquilo C1-C12 o un grupo protector) y combinaciones de los mismos. Ejemplos de azlcares
quimicamente modificados incluyen nucledsido 2'-F-5-metilo sustituido ( véase la solicitud internacional de PCT WO
2008/101157 publicado el 21/08/08 para otros nucledsidos 5’,2'-bis sustituidos divulgados) o sustitucion del atomo de
oxigeno del anillo de ribosilo por S con sustitucion adicional en la posicion 2' (véase la solicitud de patente de
Estados Unidos publicada US2005-0130923, publicada el 16 de junio de 2005) o, como alternativa, sustitucion en 5'n
de un BNA (solicitud de patente internacional PCT WO 2007/134181 publicada el 22/11/07 en la que el LNA esta
sustituido con, por ejemplo, un grupo 5'-metilo o un grupo 5'-vinilo).

Los ejemplos de nucledsidos que tienen restos de azucar modificados incluyen, sin limitaciéon, nucledsidos que
comprenden grupos sustituyentes 5'-vinilo, 5-metilo (R o S), 4-S, 2-F, 2-OCH3 y 2-O (CH2) 20CH3 grupos
sustituyentes. El sustituyente en la posicion 2 'también se puede seleccionar de alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-
alquilo C4-C4g, -OCF3 , O-(CH2)2-O-CHj3, 2°-O(CH3)2SCH3, O-(CH3)2-O-N(Rm)(Rn), y O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), en las
que cada Ry y R es, de forma independiente, H o alquilo C1-C4 sustituido o no sustituido.

Los ejemplos de acidos nucleicos biciclicos (BNA) incluyen, sin limitacion, nucledsidos que comprenden un puente
entre los atomos del anillo ribosilo 4' y 2'. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido proporcionados en el
presente documento incluyen uno o mas nucledsidos de BNA en los que el puente comprende una de las férmulas:
4'-(CH2)-0-2" (LNA); 4'-(CH2)-S-2"; 4'-(CH2)-0O-2' (LNA); 4'-(CH2)2-0O-2' (ENA); 4'-C(CH3)2-0-2' (see
PCT/US2008/068922); 4'-CH(CH3)7-0-2' y 4'-C-H(CH20CH3)-—0-2' (véase la patente de Estados Unidos
7.399.845, expedida el 15 de julio de 2008); 4'-CH2-N(OCH3)-2"' (véase PCT/US2008/ 064591); 4'-CH2-O—
N(CH3)-2' (véase la solicitud de patente de Estados Unidos publicada US2004-0171570, publicada el 2 de
septiembre de 2004); 4'-CH2-N(R)-O-2' (véase la patente de Estados Unidos 7.427.672, expedida el 23 de
septiembre de 2008); 4'-CH2-C(CH3)-2' y 4'-CH2-C~(=CH2)-2' (véase PCT/US2008/ 066154); y en el que R es,
independientemente, H, alquilo C1-C12 o un grupo protector. Cada uno de los BNA anteriores incluye varias
configuraciones estereoquimicas de azucar que incluyen, por ejemplo, a-L-ribofuranosa y 3-D-ribofuranosa (véase la
solicitud internacional PCT). PCT/DK98/00393, publicada el 25 de marzo de 1999 como el documento WO
99/14226).

En ciertas realizaciones, los nucleésidos se modifican mediante la sustitucion del anillo de ribosilo por un sustituto de
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azucar. Dicha modificacion incluye, sin limitacion, la sustitucion del anillo de ribosilo por un sistema de anillo sustituto
(a veces denominado analogos de ADN), tal como un anillo morfolino, un anillo ciclohexenilo, un anillo ciclohexilo o
un anillo tetrahidropiranilo tal como uno que tiene uno de la férmula:

HO\LOl HO\QOJ\ HO\LOJ\
v ™"“Bx HG Y 'Bx Bx

Ho Y :
It OCH;

También se conocen en la técnica muchos otros sistemas de anillo sustituto de azicar biciclo y triciclo que pueden
usarse para modificar nucledsidos para la incorporacion en compuestos antisentido (véase, por ejemplo, el articulo
de revision: Leumann, J. C, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2002, 10, 841-854). Dichos sistemas de anillos
pueden sufrir varias sustituciones adicionales para mejorar la actividad.

Los procedimientos para las preparaciones de los azlcares modificados son bien conocidos para los expertos en la
técnica.

En los nucledtidos que tienen restos de azucar modificados, los restos de bases nucleotidicas (naturales,
modificados o una combinacion de los mismos) se mantienen para la hibridaciéon con un diana de acido nucleico
apropiada.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 comprenden uno o
mas nucleétidos que tienen restos de azicar modificados. En ciertas realizaciones, el resto de aztdcar modificado es
2'-MOE. En ciertas realizaciones, los nucleétidos modificados con 2'-MOE estan dispuestos en un motivo gapmer.

Bases nucleotidicas modificadas

Las modificaciones o sustituciones de bases nucleotidicas (o bases) son estructuralmente distinguibles, aunque
funcionalmente intercambiables, de las bases nucleotidicas naturales o sintéticas no modificadas. Las bases
nucleotidicas naturales y modificadas son capaces de participar en enlaces de hidrégeno. Tales modificaciones de
bases nucleotidicas pueden impartir estabilidad de nucleasa, afinidad de unién aumentada o alguna otra propiedad
biolégica beneficiosa a los compuestos antisentido. Las bases nucleotidicas modificadas incluyen bases
nucleotidicas sintéticas y naturales tales como, por ejemplo, 5-metilcitosina (5-me-C). Ciertas sustituciones de bases
nucleotidicas, que incluyen sustituciones de 5-metilcitosina, son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de
union de un compuesto antisentido por un acido nucleico diana. Por ejemplo, se ha demostrado que las
sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad duplex del acido nucleico en 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y.S,,
Crooke, S.T. and Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pag. 276—
278).

Las bases nuclecotidicas modificadas adicionales incluyen 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-
aminoadenina, 6-metil y otros derivados alquilicos de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados alquilicos de
adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2 -tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinilo (-C=C-CHz) uracilo y
citosina y otros derivados alquinilicos de bases de pirimidina, 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 8-
sustituidas, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros 5-sustituidos uracilos y citosinas, 7-metilguanina
y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-aminoadenina, 8- azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y
3-deazaguanina y 3-deazaadenina.

Los restos de bases heterociclicas también pueden incluir aquellos en los que la base de purina o pirimidina se
reemplaza con otros heterociclos, por ejemplo 7-deaza-adenina, 7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona.
Las bases nucleotidicas que son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de uniéon de los compuestos
antisentido incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, que incluyen 2
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 comprenden uno o
mas bases nucleotidicas modificadas. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido ensanchados por
separador dirigidos a un acido nucleico del Factor comprenden uno o mas bases nucleotidicas modificadas. En
ciertas realizaciones, la base nucleotidica modificada es una 5-metilcitosina. En ciertas realizaciones, cada citosina
es una 5-metilcitosina.

Composiciones y métodos para formular composiciones farmacéuticas
Los oligonucledtidos antisentido pueden mezclarse con sustancias activas o inertes farmacéuticamente aceptables

para la preparacion de composiciones farmacéuticas o formulaciones. Las composiciones y métodos para la
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formulacién de composiciones farmacéuticas dependen de una serie de criterios, que incluyen, pero no se limitan a,
la via de administracion, la extension de la enfermedad o la dosis a administrar.

Un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del Factor 11 se puede utilizar 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). PBS es
un diluyente adecuado para usar en composiciones que se administran por via parenteral. Por consiguiente, en una
realizacién, se emplea en los métodos descritos en el presente documento una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del Factor 11 y un diluyente farmacéuticamente
aceptable En ciertas realizaciones, el diluyente farmacéuticamente aceptable es PBS. En ciertas realizaciones, el
compuesto antisentido es un oligonucleétido antisentido.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido abarcan cualquier sal, éster o sales de
dichos ésteres farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro oligonucleétido que, tras la administracion a un
animal, incluido un ser humano, puede proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o
un residuo del mismo. De acuerdo con esto, por ejemplo, la divulgacién también se extiende a sales
farmacéuticamente aceptables de compuestos antisentido, profarmacos, sales farmacéuticamente aceptables de
dichos profarmacos, y otros bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen, pero sin
limitacion, sales de sodio y potasio.

Un profarmaco puede incluir la incorporaciéon de nucleésidos adicionales en uno o ambos extremos de un compuesto
antisentido que se escinden mediante nucleasas enddégenas dentro del cuerpo, para formar el compuesto antisentido
activo.

Compuestos antisentido conjugados

Los compuestos antisentido se pueden unir covalentemente a uno o mas restos o conjugados que potencian la
actividad, distribucion celular o captacion celular de los oligonucledtidos antisentido resultantes. Los grupos
conjugados tipicos incluyen restos de 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 o mas grupos estabilizadores que
estan generalmente unidos a uno o a ambos extremos de compuestos antisentido para potenciar propiedades tales
como, por ejemplo, estabilidad de nucleasas. Incluidas en los grupos estabilizadores se encuentran las estructuras
de caperuza. Estas modificaciones terminales protegen el compuesto antisentido que tiene acido nucleico terminal
de la degradacion por exonucleasa, y pueden ayudar a la administracion y/o localizacion dentro de una célula. La
caperuza puede estar presente en el extremo 5'(5'-caperuza), o en el extremo 3’ (3'-caperiza), o puede estar
presente en ambos extremos. Las estructuras de caperuza son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo,
caperuzas desoxiabasicas invertidas. Adicionalmente, los grupos estabilizadores 3’y 5' que pueden usarse para
cubrir uno o ambos extremos de un compuesto antisentido para impartir estabilidad a la nucleasa 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 los acidos nucleicos del
Factor 11 pueden probarse in vitro en diversos tipos de células Los tipos de células utilizadas para tales analisis
estan disponibles en proveedores comerciales (por ejemplo, la Coleccidon americana de cultivos tipo, Manassus, VA,
Zen-Bio, Inc., Research Triangle Park, Carolina del Norte; Clonetics Corporation, Walkersville, MD) y se cultivan de
acuerdo con 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 y hepatocitos primarios.

Prueba in vitro de oligonucledtidos antisentido

En el presente documentose divulgan métodos para el tratamiento de células con oligonucleétidos antisen.tido, que
se pueden modificar de forma apropiada para el tratamiento con otros compuestos antisentido

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

Un reactivo usado habitualmente para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye el reactivo
de transfeccion de lipidos catiénicos LIPOFECTIN (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los oligonucleétidos antisentido se
mezclan con LIPOFECTIN en OPTI-MEM 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion final deseada de
oligonucledtido antisentido y una concentracion de LIPOFECTIN que tipicamente varia de 2 a 12 ug/ml por 100 nM
de oligonucledtido antisentido.
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Otro reactivo utilizado para introducir oligonucledtidos antisentido en células cultivadas incluye LIPOFECTAMINE
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucledtido antisentido se mezcla con LIPOFECTAMINE en medio de suero
reducido OPTI-MEM 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion deseada de oligonucleétido
antisentido y una concentracion de LIPOFECTAMINE que tipicamente varia de 2 a 12 ug/ml por 100 nM de
oligonucledtido antisentido.

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

Las células se tratan con oligonucleottidos antisentido por métodos de rutina. Las células se recogen tipicamente 16-
24 horas después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido, momento en el que se miden los niveles de ARN
o proteina de los acidos nucleicos diana mediante métodos conocidos en la técnica y descritos en el presente
documento. En general, cuando los tratamientos se realizan en multiples repeticiones, los datos se presentan como
el promedio de los tratamientos duplicados.

La concentracion del oligonucledtido antisentido usado varia de una linea celular a otra linea celular. Los métodos
para determinar la concentracion 6ptima de oligonucledtidos antisentido para una linea celular particular son bien
conocidos en la técnica. Los oligonucledtidos antisentido se usan tipicamente a concentraciones que varian de 1 nM
a 300 nM cuando se transfectan con LIPOFECTAMINE. Los oligonucledtidos antisentido se usan a concentraciones
mas altas que varian de 625 a 20,000 nM cuando se transfectan usando electroporacion.

Aislamiento de ARN

El analisis del ARN se puede realizar sobre ARN celular total o poli(A) + ARNm. Los métodos de aislamiento de ARN
son bien conocidos en la técnica. EI ARN se prepara usando métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
usando el Reactivo TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con los protocolos recomendados por el
fabricante.

Anélisis de la inhibicion de niveles o expresion diana

La inhibicién de los niveles o la expresién de un acido nucleico del Factor 11 se pueden analizar de varias maneras
conocidas en la técnica. Por ejemplo, los niveles de acido nucleico diana se pueden cuantificar mediante, por
ejemplo, andlisis de transferencia de tipo Northern, reaccion en cadena de la polimerasa competitiva (PCR) o PCR
cuantitativa en tiempo real. El analisis del ARN se puede realizar sobre ARN celular total o poli(A) + ARNm. Los
métodos de aislamiento de ARN son bien conocidos en la técnica. El analisis de transferencia de tipo Northern
también es una rutina en la técnica. La PCR cuantitativa en tiempo real se puede llevar a cabo convenientemente
usando el sistema de deteccion de secuencia ABlI PRISM 7600, 7700 o 7900 disponible comercialmente, disponible
en PE-Applied Biosystems, Foster City, CA y utilizado de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

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

La cuantificacion de los niveles de ARN diana se realizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el sistema
de deteccion de secuencias ABI PRISM® 7600, 7700, o 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo
con 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 de transcriptasa inversa (RT), que
produce ADN complementario (ADNc) que luego se usa como sustrato para la amplificacion por PCR en tiempo real.
Las rracciones de RT y PCR en tiempo real se realizan secuencialmente en la misma muestra. La RT y los reactivos
de PCR en tiempo real se obtienen en Invitrogen (Carlsbad, CA). Las reacciones de PCR en tiempo real con RT se
llevan a cabo por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Las cantidades diana de genes (o ARN) obtenidas por PCR en tiempo real se normalizan usando el nivel de
expresion de un gen cuya expresion es constante, tal como ciclofilina A, o cuantificando EL ARN total utilizando
RIBOGREEN (Invitrogen, Inc. Carlsbad, CA). La expresion de de ciclofilina A SE cuantificA mediante PCR en tiempo
real realizada simultaneamente con la diana, multiplexando o por separado. ElI ARN total se cuantifica usando
reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN Invetrogen, Inc. Eugene, OR) Los métodos de cuantificacion de
ARN por RIBOGREEN se ensefian en Jones, L.J., et al, (Analytical Biochemistry, 1998, 265, 368—374). Se usa un un
instrumento CYTOFLUOR 4000 (PE Applied Biosystems) para medir la fluorescencia de RIBOGREEN.

Las sondas y los cebadores estan disefiados para hibridar con un acido nucleico del Factor 11. 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).

Anélisis de los niveles de proteina

La inhibicion antisentido de acidos nucleicos del Factor 11 puede evaluarse midiendo los niveles de proteina del
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Factor 11. Los niveles de proteina del Factor 11 pueden evaluarse o cuantificarse de diversas formas bien conocidas
en la técnica, tales como inmunoprecipitacion, analisis de transferencia de tipo Western (inmunotransferencia),
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ensayos cuantitativos de proteinas, ensayos de actividad de
proteinas (para ejemplo, ensayos de actividad de caspasa), inmunohistoquimica, inmunocitoquimica o clasificacion
celular activada por fluorescencia (FACS). Los anticuerpos dirigidos a un diana pueden identificarse y obtenerse a
partir de diversas fuentes, tales como el catalogo de anticuerpos MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, MI) o
pueden prepararse por métodos convencionales de generacion de anticuerpos monoclonales o policlonales bien
conocidos en la técnica. Los anticuerpos Utiles para la deteccion de factor 11 de ratén, rata, mono y humano estan
disponibles comercialmente.

Pruebas in vivo de compuestos antisentido

Los compuestos antisentido, por ejemplo, oligonucleétidos antisentido, se prueban en animales para evaluar su
capacidad para inhibir la expresion del Factor 11 y producir cambios fenotipicos, tales como, aPTT prolongado,
tiempo de aPTT prolongado junto con un PT normal, disminucion de la cantidad de Factor de Plaquetas 4 (PF-4), y
formacion reducida de trombos o tiempo aumentado para la formacion de trombos. Las pruebas se pueden realizar
en animales normales o en modelos experimentales de enfermedades. Para la administraciéon a animales, los
oligonucledtidos antisentido se formulan en un diluyente farmacéuticamente aceptable, tal como solucion salina
tamponada con fosfato. La administracion incluye rutas de administracion parenteral, tales como intraperitoneal,
intravenosa y subcutanea. El calculo de la dosificacion de oligonucledtidos antisentido y la frecuencia de dosificacion
esta dentro de las capacidades de los expertos en la técnica y depende de factores tales como la ruta de
administracion y el peso corporal del animal. Después de un periodo de tratamiento con oligonucleétidos antisentido,
se aisla el ARN del tejido hepatico y se miden los cambios en la expresion del acido nucleico del Factor 11. Los
cambios en los niveles de proteina del Factor 11 también se miden usando un ensayo de generacion de trombina.
Ademas, los efectos en los tiempos de coagulos, por ejemplo, PT y aPTT, se determinan usando plasma de
animales tratados.

Tolerabilidad

En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en la presente muestran efectos secundarios minimos. Los
efectos secundarios incluyen respuestas a la administracion del compuesto antisentido que tipicamente no estan
relacionadas con el factor 11 como diana, tal como una respuesta inflamatoria en el animal. En ciertas realizaciones,
los compuestos son bien tolerados por el animal. El aumento de la tolerabilidad puede depender de varios factores,
que incluyen, pero no se limitan a los mismos, la secuencia de nucleétidos del compuesto antisentido,
modificaciones quimicas a los nucledtidos, el motivo en particular de nucledsidos no modificados y modificados en el
compuesto antisentido, o combinaciones de los mismos. La tolerabilidad puede estar determinada por una serie de
factores. Tales factores incluyen peso corporal, peso del 6rgano, funciéon hepatica, funcién renal, recuento de
plaquetas, recuento de globulos blancos.

En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en el presente documento demuestran efectos secundarios
minimos sobre el peso de 6rgano. En ciertas realizaciones, los compuestos demuestran menos de un aumento de 7
veces, 6 veces, 5 veces, 4 veces, 3 veces, 2 veces 0 ningun aumento significativo en el peso del bazo y/o el higado.

En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en el presente documento demuestran efectos secundarios
minimos sobre la funcién hepatica. Los factores para la evaluacion de la funcién hepatica incluyen los niveles de
ALT, los niveles de AST, los niveles de bilirrubina en plasma y los niveles de albumina en plasma. En ciertas
realizaciones, los compuestos proporcionados en el presente documento demuestran menos de 7 veces, menos de
6 veces, menos de 5 veces, menos de 4 veces, menos de 3 veces 0 menos de 2 veces 0 ningun aumento
significativo de los niveles de ALT o AST. En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en la presente
docuymento demuestran menos de 3 veces, menos de 2 veces 0 ningun aumento significativo en los niveles de
bilirrubina en plasma.

En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en el presente documento demuestran efectos secundarios
minimos sobre la funcion renal. En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en la presente docuymento
demuestran menos de 3 veces, menos de 2 veces o0 ningln aumento significativo en las concentraciones en plasma
de nitrogeno ureico en sangre (BUN). En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en la presente
demuestran menos de un aumento de 6 veces, 5 veces, 4 veces, 3 veces, 2 veces 0 ningun aumento significativo en
la proporcién de proteina de orina a creatinina.

En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en el presente documento demuestran efectos secundarios
minimos sobre factores hematoldgicos. En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en el presente
documento demuestran menos de un 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 % o 5 % de disminucién en el recuento de
plaquetas. En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en la presente docuymento demuestran menos
de 4 veces, menos de 3 veces, menos de 2 veces o ningun aumento significativo en el recuento de monocitos.

En ciertas realizaciones, los compuestos muestran adicionalmente una farmacocinética favorable. En ciertas
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realizaciones, los compuestos antisentido exhiben semividas relativamente altas en fluidos o tejidos bioldgicos
relevantes.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones muestran adicionalmente una viscosidad favorable. En
ciertas realizaciones, la viscosidad del compuesto o composicidon no es superior a 40cP a una concentracion de 165-
185 mg/ml.

En otras realizaciones, los compuestos muestran combinaciones de las caracteristicas anteriores y reducen la
expresion del ARNm del factor 11 en un modelo animal con alta eficacia.

Ciertas indicaciones

En En el presente documento se divulgan se divulgan procedimientos de tratar a un individuo, que comprende
administrar una o mas composiciones farmacéuticas que de la presente invencion. El individuo puede tener una
complicacion tromboembdlica. El individuo puede estar en riesgo de un trastorno de la coagulacion de la sangre, que
incluye, pero no se limita a, infarto, trombosis, embolia, tromboembolia, tal como trombosis venosa profunda,
embolia pulmonar, infarto de miocardio y accidente cerebrovascular. Esto incluye individuos con un problema,
enfermedad o trastorno adquirido que conduce a un riesgo de trombosis, por ejemplo, cirugia, cancer, inmovilidad,
sepsis, fibrilacién auricular aterosclerosis, asi como predisposicién genética, por ejemplo, sindrome antifosfolipido y
el sindrome autosémico dominante, Factor V Leiden. .El individuo puede haber sido identificado como en necesidad
de terapia anticoagulante. Los ejemplos de tales individuos incluyen, pero no se limitan a los mismos, los sometidos
a cirugia ortopédica mayor (por ejemplo, cirugia de reemplazo de cadera/rodilla o fractura de cadera) y pacientes
que necesitan tratamiento crénico, tales como aquellos que padecen fibrilacién arterial, para prevenir el accidente
cerebrovascular. En el presente documento se divulgan métodos para reducir profilacticamente la expresion de
Factor 11 en un individuo. Se incluye el tratamiento de un individuo que lo necesita administrando a un individuo una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del Factor 11.

En una realizacion, la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto antisentido dirigido
a un acido nucleico del Factor 11 esta acompafada de la monitorizacién de los niveles de Factor 11 en el suero de
un individuo, para determinar la respuesta de un individuo a la administracion del compuesto antisentido. La
respuesta de un individuo a la administracién del compuesto antisentido la utiliza un médico para determinar la
cantidad y la duracioén de la intervencion terapéutica.

En ciertas realizaciones, la administracion de un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del Factor 11 da
como resultado la reduccion de la expresion del Factor 11 en al menos 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95 0 99 %, o un intervalo definido por cualquiera de estos dos valores. En ciertas realizaciones, la
administracién de un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del Factor 11 da como resultado un cambio
en una medida de la coagulacién sanguinea medida mediante una prueba estandar, por ejemplo, pero no de forma
limitada, prueba del tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT), el tiempo de trombina (TCT), el tiempo de
hemorragia el dimero D. En ciertas realizaciones, la administracion de un compuesto antisentido del factor 11
aumenta la medida en al menos 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 99 %, o0 un
intervalo definido por cualquiera de estos dos valores. En algunas realizaciones, la administracion de un compuesto
antisentido del factor 11 disminuye la medida en al menos 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95 0 99 %, o un intervalo definido por cualquiera de estos dos valores.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto antisentido dirigido al
Factor 11 se usan para la preparacion de un medicamento para tratar un paciente que padece una complicacion
tromboembodlica o es suscetible a sufrirla.

Ciertas terapias de combinacion

En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invenciénn se administran
conjuntamente con uno o mas agentes farmacéuticos distintos. En ciertas realizaciones, dichos uno mas agentes
farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar la misma enfermedad, trastorno o afeccién distinta a la de las
una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencion. En ciertas realizaciones, dichos uno mas agentes
farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar otra enfermedad, trastorno o afeccién distinta a la de las una o
mas composiciones farmacéuticas de la presente invencion. En ciertas realizaciones, dichos uno mas agentes
farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar un efecto secundario indeseado de las una o mas composiciones
farmacéuticas de la presente invencion. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la
presente invencion se administran conjuntamente con otro agente farmacéutico para tratar un efecto indeseado de
dicho otro agente farmacéutico. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente
invencionn se administran conjuntamente con otro agente farmacéutico para producir un efecto combinado. En
ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencionn se administran
conjuntamente con otro agente farmacéutico para producir un efecto sinérgico.

En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencién y uno o mas agentes

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

farmacéuticos distintos se administran al mismo tiempo. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones
farmacéuticas de la presente invencion y uno o mas agentes farmacéuticos distintos se administran en momentos
diferentes. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencion y uno o mas
agentes farmacéuticos distintos preparan juntos en una unica formulacién. En ciertas realizaciones, una o mas
composiciones farmacéuticas de la presente invencion y uno o mas agentes farmacéuticos distintos se preparan por
separado.

En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una
composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen agentes anticoagulantes o antiagregantes plaquetarios.
En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una
composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen AINE/inhibidores de la ciclooxigenasa, tales como,
aspirina. En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una
composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen adenosina difosfato (ADP), tales como, clopidogrel
(PLAVIX) y ticlopidina (TICLID). En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de
forma conjunta con una composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen inhibidores de fosfodiesterasa,
tales como cilostazol (PLETAL). En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de
forma conjunta con una composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen inhibidores de glicoproteina
[IB/INIA, tales como abciximab (REOPRO), eptifibatida (INTEGRILIN), tirofiban (AGGRASTAT) y defibrotida. En
ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden administrar de forma conjunta con una composicion
farmacéutica de la presente invencion incluyen inhibidores de la recaptacion de adenosina, tales como, a dipiridamol
(PERSANTINE). En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos que se pueden coadministrar con una
composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, warfarina (y cumarinas
relacionadas), heparina, inhibidores directos de la trombina (tales como lepirudina, bivalirudina), apixaban,
LOVENOX y pequefios compuestos moleculares que interfieren directamente con la acciéon enzimatica de factores
de coagulacioén particulares (por ejemplo, rivaroxaban, que interfiere con el Factor Xa). En ciertas realizaciones, los
agentes farmacéuticos que se pueden coadministrar con un inhibidor especifico del Factor 11 de la presente
invencion incluyen, pero sin limitacion, un inhibidor adicional del Factor 11. En ciertas realizaciones, el agente
anticoagulante o antiagregante plaquetario se administra antes de la administracion de una composicion
farmacéutica de la presente invencion. En ciertas realizaciones, el agente anticoagulante o antiagregante plaquetario
se administra después de la administracion de una composiciéon farmacéutica de la presente invencién. En ciertas
realizaciones, el el agente anticoagulante o antiagregante plaquetario se administra al mismo tiempo que la
composicion farmacéutica de la presente invencion. En ciertas realizaciones, la dosis de un agente anticoagulante o
antiagregante plaquetario coadministrado es la misma que la dosis que se administraria si el agente anticoagulante
o antiagregante plaquetario se administrara solo. En ciertas realizaciones, la dosis de un agente anticoagulante o
antiagregante plaquetario coadministrado es inferior a la dosis que se administraria si el agente anticoagulante o
antiagregante plaquetario se administrara solo. En ciertas realizaciones, la dosis de un agente anticoagulante o
antiagregante plaquetario coadministrado es superior a la dosis que se administraria si el agente anticoagulante o
antiagregante plaquetario se administrara solo.

En ciertas realizaciones, la administracion conjunta de un segundo compuesto potencia el efecto anticoagulante de
un primer compuesto, de manera que la administracion conjunta de los compuestos da como resultado un efecto
anticoagulante que es mayor que el efecto de administrar el primer compuesto solo. En otras realizaciones, la
administracion conjunta da como resultado efectos anticoagulantes que son aditivos de los efectos de los
compuestos cuando se administran solos. En ciertas realizaciones, la administracion conjunta da como resultado
efectos anticoagulantes que son supraaditivos de los efectos de los compuestos cuando se administran solos. En
ciertas realizaciones, la administracion conjunta de un segundo compuesto aumenta la actividad antitrombética sin
un mayor riesgo de hemorragia. En ciertas realizaciones, el el primer compuesto es un compuesto antisentido. En
ciertas realizaciones, el segundo compuesto es un compuesto antisentido.

En ciertas realizaciones, se administra un antidoto en cualquier momento después de la administracion de un
inhibidor especifico del Factor 11. En ciertas realizaciones, se administra un antidoto en cualquier momento después
de la administracion de un oligonucledtido antisentido dirigido al Factor 11. En ciertas realizaciones, el antidoto se
administra minutos, horas, dias, semanas o meses después de la administracion de un compuesto antisentido
dirigido al Factor 11. En ciertas realizaciones, el antidoto es complementario (por ejemplo, la cadena sentido) al
compuesto antisentido dirigido al Factor 11. En ciertas realizaciones, el antidoto es una proteina del Factor 7, Factor
7a, Factor 11 o Factor 112. En ciertas realizaciones, la proteina Factor 7, Factor 7a, Factor 11 o Factor 11a es un
factor humano 7, factor 7a humano, factor humano 11 o proteina del factor 11a humano. ciertas realizaciones, la
proteina Factor 7 es NOVOSEVEN.

Ciertas terapias antiagregantes plaquetarios coadministradas

En ciertas realizaciones, los inhibidores del Factor 11 se combinan con terapias antiagregantes plaquetarias. En
ciertas realizaciones, la administracion de un inhibidor del Factor 11 en combinaciéon con una terapia antiagregante
plaquetaria da como resultado un aumento poco apreciable o detectable del riesgo de hemorragia en comparacion
con la terapia antiagregante plaquetaria sola. En ciertas realizaciones, el perfil de riesgo o las indicaciones de riesgo
no cambian con respecto a la terapia antiagregante plaquetaria sola.
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La combinacion de terapia antiagregante plaquetaria y anticoagulante se usa en la practica clinica con mayor
frecuencia en pacientes diagnosticados con, por ejemplo, tromboembolia, fibrilacion auricular, un trastorno de la
valvula cardiaca, enfermedad cardiaca valvular, accidente cerebrovascular, CAD y en pacientes que tienen una
valvula mecanica. El beneficio de la terapia dual se relaciona con el probable efecto aditivo de la supresién de las
actividades de plaquetas y factores de coagulacion. El riesgo de terapia dual es la posibilidad de un aumento del
sangrado (Dowd, M. Plenary Sessions/Thrombosis Research 123 (2008)).

Se ha demostrado que las combinaciones anteriores de antiagregantes plaquetarios y anticoagulantes aumentan el
riesgo de hemorragia en comparacion con el tratamiento anticoagulante o antiagregante plaquetario solo. Dichas
combinaciones incluyen inhibidores de FXa (por ejemplo, apixiban y rivaroxaban) con inhibidores de receoptor de
ADP/P2Y12 (tienopiridinas tales como clopidogrel, también conocido como PLAVIX) y AINE (por ejemplo, aspirina y
naproxeno) (Kubitza, D. et al., Br. J. Clin. Pharmacol. 63:4 (2006); Wong, P.C. et al. Journal of Thrombosis and
Haemostasis 6 (2008); FDA Advisory Committee Briefing Document for New Drug Application 22—406 (2009)). Por
ejemplo, Wong informa que la adiciéon de ciertas dosis de apixaban a la aspirina y a la aspirina mas clopidogrel
produjo un aumento significativo en el tiempo de sangrado en comparacion con la aspirina sola y la aspirina mas
clopidogrel. Kubitza informa que la administracion combinada de rivaroxaban y naproxeno aumento
significativamente el tiempo de hemorragia en comparacion con el naproxeno solo..

EJEMPLOS
Divulgacién no limitante

Aunque en el presente documento se han descrito ciertos compuestos, composiciones y procedimientos con
especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los ejemplos siguientes sélo sirven para ilustrar los compuestos
descritos en el presente documento y no se pretende que limiten la misma.

Ejemplo 1: Inhibicion antisentido de factor 11 humano en células HepG2

Los oligonucledtidos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 se probaron para determinar sus efectos
sobre el ARNm del Factor 11 in vitro. Las células HepG2 cultivadas a una densidad de 10.000 células por pocillo se
transfectaron usando reactivo lipofectina con oligonucleétido antisentido 75 nM. Tras un periodo de tratamiento de
aproximadamente 24 horas se aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm del factor 11 mediante
PCR cuantitativa en tiempo real. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de acuerdo con un contenido de
ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion del
factor 11 respecto a las células control sin tratar.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos en las Tablas 1 y 2 se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE. Los
gapmeros tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento separador central estd compuesto por 10
2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5 y 3') por alas que comprenden 5
nucledtidos cada una. Cada nucledtido en el segmento de ala en 5’ y cada nucledtido en el segmento de ala 3' tiene
una modificaciéon de 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmer son enlaces fosforotioato (P
= 8). Todos los residuos de citidina a lo largo de cada gapmer son 5-metilcitidinas. El "sitio de inicio diana" indica el
nucledtido mas 5’al al que se dirige el gapmer.. El "sitio de terminacion diana" indica el nucledtido mas 3’al al que se
dirige el gapmer.. cada marcador enumerado en la Tabla 2 esta dirigido a la SEQ ID NO: 1 (N.° de acceso
GENBANK NM_000128,3) y cada gapmer enumerado en la Tabla 2 esta dirigido a SEQ ID NO: 2 (N.° de acceso en
GENBANK NT_022792,17, truncado de 19598000 a 19624000).
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Tabla 1

Inhibicion de los niveles de ARNm del Factor 11 humano por oligonucleétidos antisentido
quiméricos que tienen alas 5-10-5 MOE y separacion de desoxi dirigida a la SEQ ID NO: 1

ID del Sitio de Sitio de Secuencia % de SEQ
oligo | inicio diana | terminacion inhibicién| ID
diana NO
412187 38 57 TTCAAACAAGTGACATACAC 21 15
412188 96 115 TGAGAGAATTGCTTGCTTTC 21 16
412189 106 125 AAATATACCTTGAGAGAATT 8 17
412190 116 135 AGTATGTCAGAAATATACCT 24 18
412191 126 145 TTAAAATCTTAGTATGTCAG 14 19
412192 146 165 CAGCATATTTGTGAAAGTCG 44 20
412193 222 241 TGTGTAGGAAATGGTCACTT 38 21
412194 286 305 TGCAATTCTTAATAAGGGTG 80 22
412195 321 340 AAATCATCCTGAAAAGACCT 22 23
412196 331 350 TGATATAAGAAAATCATCCT 25 24
412197 376 395 ACACATTCACCAGAAACTGA 45 25
412198 550 569 TTCAGGACACAAGTAAACCA 21 26
412199 583 602 TTCACTCTTGGCAGTGTTTC 66 27
412200 612 631 AAGAATACCCAGAAATCGCT 59 28
412201 622 641 CATTGCTTGAAAGAATACCC 66 29
412202 632 651 TTGGTGTGAGCATTGCTTGA 65 30
412203 656 675 AATGTCTTTGTTGCAAGCGC 91 31
412204 676 695 TTCATGTCTAGGTCCACATA 74 32
412205 686 705 GTTTATGCCCTTCATGTCTA 69 33
412206 738 757 CCGTGCATCTTTCTTGGCAT 87 34
412207 764 783 CGTGAAAAAGTGGCAGTGGA 64 35
412208 811 830 AGACAAATGTTACGATGCTC 73 36
412209 821 840 GTGCTTCAGTAGACAAATGT 91 37
412210 896 915 TGCACAGGATTTCAGTGAAA 73 38
412211 906 925 GATTAGAAAGTGCACAGGAT 64 39
412212 1018 1037 CCGGGATGATGAGTGCAGAT 88 40
412213 1028 1047 AAACAAGCAACCGGGATGAT 71 41
412214 1048 1067 TCCTGGGAAAAGAAGGTAAA 58 42
412215 1062 1081 ATTCTTTGGGCCATTCCTGG 81 43
412216 1077 1096 AAAGATTTCTTTGAGATTCT 43 44
412217 1105 1124 AATCCACTCTCAGATGTTTT 47 45
412218 1146 1165 AACCAGAAAGAGCTTTGCTC 27 46
412219 1188 1207 GGCAGAACACTGGGATGCTG 56 47
412220 1204 1223 TGGTAAAATGAAGAATGGCA 58 48
412221 1214 1233 ATCAGTGTCATGGTAAAATG 48 49
412222 1241 1263 AACAATATCCAGTTCTTCTC 5 50
412223 1275 1294 ACAGTTTCTGGCAGGCCTCG 84 51
412224 1285 1304 GCATTGGTGCACAGTTTCTG 87 52
412225 1295 1314 GCAGCGGACGGCATTGGTGC 86 53
412226 1371 1390 TTGAAGAAAGCTTTAAGTAA 17 54
412227 1391 1410 AGTATTTTAGTTGGAGATCC 75 55
412228 1425 1444 ATGTGTATCCAGAGATGCCT 71 56
412229 1456 1475 GTACACTCATTATCCATTTT 64 57
412230 1466 1485 GATTTTGGTGGTACACTCAT 52 58
412231 1476 1495 TCCTGGGCTTGATTTTGGTG 74 59
412232 1513 1532 GGCCACTCACCACGAACAGA 80 60
412233 1555 1574 TGTCTCTGAGTGGGTGAGGT 64 61
412234 1583 1602 GTTTCCAATGATGGAGCCTC 60 62
412235 1593 1612 ATATCCACTGGTTTCCAATG 57 63
412236 1618 1637 CCATAGAAACAGTGAGCGGC 72 64
412237 1628 1647 TGACTCTACCCCATAGAAAC 48 65
412238 1642 1661 CGCAAAATCTTAGGTGACTC 71 66
412239 1673 1692 TTCAGATTGATTTAAAATGC 43 67
412240 1705 1724 TGAACCCCAAAGAAAGATGT 32 68
412241 1715 1734 TATTATTTCTTGAACCCCAA 41 69
412242 1765 1784 AACAAGGCAATATCATACCC 49 70
412243 1775 1794 TTCCAGTTTCAACAAGGCAA 70 71
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(continua)
412244 1822 1841 | GAAGGCAGGCATATGGGTCG| 53 72
412245 1936 1955 GTCACTAAGGGTATCTTGGC | 75 73
412246 1992 2011 AGATCATCTTATGGGTTATT | 68 74
412247 2002 2021 TAGCCGGCACAGATCATCTT | 75 75
412248 2082 2101 CCAGATGCCAGACCTCATTG | 53 76
412249 2195 2214 CATTCACACTGCTTGAGTTT | 55 77
412250 2268 2287 TGGCACAGTGAACTCAACAC | 63 78
412251 2326 2345 CTAGCATTTTCTTACAAACA | 58 79
412252 2450 2469 TTATGGTAATTCTTGGACTC | 39 80
412253 2460 2479 AAATATTGCCTTATGGTAAT | 20 81
412254 2485 2504 TATCTGCCTATATAGTAATC | 16 82
412255 2510 2529 GCCACTACTTGGTTATTTTC | 38 83
412256 2564 2583 AACAAATCTATTTATGGTGG | 39 84
412257 2622 2641 CTGCAAAATGGTGAAGACTG | 57 85
412258 2632 2651 GTGTAGATTCCTGCAAAATG | 44 86
412259 2882 2901 TTTTCAGGAAAGTGTATCTT | 37 87
412260 2892 2911 CACAAATCATTTTTCAGGAA | 27 88
412261 2925 2944 TCCCAAGATATTTTAAATAA 3 89
412262 3168 3187 AATGAGATAAATATTTGCAC | 34 90
412263 3224 3243 TGAAAGCTATGTGGTGACAA | 33 91
412264 3259 3278 CACACTTGATGAATTGTATA | 27 92
413460 101 120 TACCTTGAGAGAATTGCTTG | 40 93
413461 111 130 GTCAGAAATATACCTTGAGA | 39 94
413462 121 140 ATCTTAGTATGTCAGAAATA | 12 95
413463 381 400 GAGTCACACATTCACCAGAA | 74 96
413464 627 646 GTGAGCATTGCTTGAAAGAA | 42 97
413465 637 656 CTTATTTGGTGTGAGCATTG | 80 98
413466 661 680 ACATAAATGTCTTTGTTGCA | 79 99
413467 666 685 GGTCCACATAAATGTCTTTG | 91 100
413468 671 690 GTCTAGGTCCACATAAATGT | 84 101
413469 681 700 TGCCCTTCATGTCTAGGTCC | 84 102
413470 692 711 GTTATAGTTTATGCCCTTCA | 72 103
413471 816 835 TCAGTAGACAAATGTTACGA | 67 104
413472 826 845 TGGGTGTGCTTCAGTAGACA | 99 105
413473 911 930 AGCCAGATTAGAAAGTGCAC | 80 106
413474 1023 1042 | AGCAACCGGGATGATGAGTG | 84 107
413475 1053 1072 | GCCATTCCTGGGAAAAGAAG | 80 108
413476 1067 1086 TTGAGATTCTTTGGGCCATT | 88 109
413477 1151 1170 ACTGAAACCAGAAAGAGCTT | 54 110
413478 1193 1212 | AGAATGGCAGAACACTGGGA | 53 111
413479 1209 1228 TGTCATGGTAAAATGAAGAA | 40 112
413480 1219 1238 AAGAAATCAGTGTCATGGTA | 71 113
413481 1280 1299 | GGTGCACAGTTTCTGGCAGG | 86 114
413482 1290 1309 | GGACGGCATTGGTGCACAGT| 85 115
413483 1300 1319 | AACTGGCAGCGGACGGCATT| 78 116
413484 1430 1449 CCTTAATGTGTATCCAGAGA | 74 117
413485 1461 1480 TGGTGGTACACTCATTATCC | 68 118
413486 1471 1490 GGCTTGATTTTGGTGGTACA | 83 119
413487 1481 1500 AACGATCCTGGGCTTGATTT | 57 120
413488 1560 1579 | ACAGGTGTCTCTGAGTGGGT | 49 121
413489 1588 1607 CACTGGTTTCCAATGATGGA | 68 122
413490 1623 1642 CTACCCCATAGAAACAGTGA | 57 123
413491 1633 1652 TTAGGTGACTCTACCCCATA | 73 124
413492 1647 1666 AGACACGCAAAATCTTAGGT | 68 125
413493 1710 1729 TTTCTTGAACCCCAAAGAAA | 65 126
413494 1780 1799 GTGGTTTCCAGTTTCAACAA | 70 127
413495 1921 1940 TTGGCTTTCTGGAGAGTATT | 58 128
413496 1997 2016 GGCACAGATCATCTTATGGG | 72 129
413497 2627 2646 GATTCCTGCAAAATGGTGAA | 39 130
413498 2637 2656 GCAGAGTGTAGATTCCTGCA | 60 131
413499 2887 2906 ATCATTTTTCAGGAAAGTGT | 52 132
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Tabla 2
Inhibicidn de los niveles de ARNm del Factor 11 humano por oligonucleétidos
antisentido quiméricos que tienen alas 5—-10-5 MOE y separacion de desoxi dirigida a
la SEQID NO: 2
ID del | Sitio de Sitio de Secuencia % de |SEQ
oligo inicio terminacion inhibicién | ID

diana diana NO

413500 1658 1677 GTGAGACAAATCAAGACTTC 15 133
413501 2159 2178 TTAGTTTACTGACACTAAGA 23 134
413502 2593 2612 CTGCTTTATGAAAAACCAAC 22 135
413503| 3325 3344 ATACCTAGTACAATGTAAAT 29 136
413504 | 3548 3567 GGCTTGTGTGTGGTCAATAT 54 137
413505| 5054 5073 TGGGAAAGCTTTCAATATTC 57 138
413506| 6474 6493 ATGGAATTGTGCTTATGAGT 57 139
413507 | 7590 7609 TTTCAAGCTCAGGATGGGAA 55 140
413508| 7905 7924 GTTGGTAAAATGCAACCAAA 64 141
413509| 8163 8182 TCAGGACACAAGTAAACCTG 66 142
413510 9197 9216 TGCAAGCTGGAAATAAAAGC 17 143
413511 9621 9640 TGCCAATTTAAAAGTGTAGC 43 144
413512 9800 9819 ATATTTCAAAATCCAGTATG 39 145
413513 9919 9938 TTCTGAATATACAAATTAAT 27 146
413514 9951 9970 TTTACTATGAAAATCTAAAT 5 147
413515| 11049 11068 GGTATCCTGAGTGAGATCTA 36 148
413516 11269 11288 CCAGCTATCAGGAAAATTCC 50 149
413517 | 12165 12184 AAAGCTATTGGAGACTCAGA 51 150
413518 | 12584 12603 ATGGAATCTCTTCATTTCAT 49 151
413519| 12728 12747 ATGGAGACATTCATTTCCAC 59 152
413520 13284 13303 GCTCTGAGAGTTCCAATTCA 52 153
413521 14504 14523 CTGGGAAGGTGAATTTTTAG 62 154
413522 | 14771 14790 TCAAGAGTCTTCATGCTACC 42 155
413523 | 15206 15225 TCAGTTTACCTGGGATGCTG 61 156
413524 | 15670 15689 GACATTATACTCACCATTAT 7 157
413525| 15905 15924 GTATAAATGTGTCAAATTAA 43 158
413526 | 16482 16501 GTAAAGTTTTACCTTAACCT 47 159
413527 | 17298 17317 CCATAATGAAGAAGGAAGGG 52 160
413528 | 17757 17776 TTAAGTTACATTGTAGACCA 48 161
413529| 18204 18223 TGTGTGGGTCCTGAAATTCT 52 162
413530 18981 19000 ATCTTGTAATTACACACCCC 27 163
413531 19174 19193 GTACACTCTGCAACAGAAGC 47 164
413532 19604 19623 AGGGAATAACATGAAGGCCC 32 165
413533| 20936 20955 ATCCAGTTCACCATTGGAGA 48 166
413534 | 21441 21460 TTTTCCAGAAGAGACTCTTC 31 167
413535| 21785 21804 GTCACATTTAAAATTTCCAA 41 168
413536 | 23422 23441 TTAATATACTGCAGAGAACC 37 169
413537 | 25893 25912 AGAAATATCCCCAGACAGAG 16 170

Example 2: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2

Doce gapmer, exhibiendo mas del 84 por ciento o mas de inhibicion in vitro del factor 11 humano se analizaron a
diversas dosis en célu+las HepG2 Las células se sembraron a una densidad de 10.000 células por pocillo y se
transfectaron usando reactivo de lipofectina con 9.375 nM, 18,75 nM, 37,5 nM, 75 nM, y concentraciones 150 nM de
oligonucledtido antisentido, como se especifica en la Tabla 3. Conjunto de sonda de cebador de Factor 11 humano
RTS 2966 (secuencia directa: CAGCCTGGAGCATCGTAACA, incorporada en el presente documento como SEQ ID
NO: 3; secuencia inversa: TTTATCGAGCTTCGTTATTCTGGTT, incorporada en el presente documento como SEQ
ID NO: 4; secuencia de la sonda: TTGTCTACTGAAGCACACCCAAACAGGGAYX, , incorporada en el presente
documento como SEQ ID NO: 5) se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se
ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan
en forma del porcentaje de inhibicion del factor 11 respecto a las células control sin tratar. Como se ilustra en la
Tabla 3, los niveles de A.RNm del Factor 11 se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas
con oligonucleodtidos antisentido.
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Tabla 3
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2
9.375 nM 18,75 nM 37,5nM | 75nM | 150 nM [Cs0 (NM) SEQID
No.
412203 29 15 61 77 82 33 31
412206 28 44 68 80 89 22 34
412212 28 45 59 73 88 25 40
412223 33 48 62 76 81 21 51
412224 24 45 57 70 81 28 52
412225 32 42 65 78 73 23 53
413467 2 35 49 61 47 43 100
413468 14 34 56 78 75 35 101
413469 24 33 53 70 84 33 102
413476 26 44 64 73 82 25 109
413481 22 38 56 67 83 32 114
413482 26 39 59 74 82 28 115

Ejemplo 3: Inhibiciéon antisentido del Factor 11 humano en células HepG2 por oligonucleétidos disefiados
por microwalk

Se disefiaron gapmeros adicionales basados en los gapmeros presentados en la Tabla 3. Estos gapmeros se
disefiaron creando gapmeros desplazados ligeramente aguas arriba y aguas abajo (es decir, "microwalk") de los
gapmeros originales de la Tabla 3. También se crearon gapmeros con diversos motivos, por ejemplo, 5-10-5 MOE,
3-14-3 MOE y 2-13-5 MOE. Estos gapmeros se analizaron in vitro. Las células HepG2 cultivadas a una densidad de
10.000 células por pocillo se transfectaron usando reactivo lipofectina con oligonucleétido antisentido 75 nM. Tras un
periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de
ARNm del factor 11 mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de
acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del
porcentaje de inhibicion del factor 11 respecto a las células control sin tratar.

Los datos de inhibiciénin vitro para los gapmeros disefiados por microwalk se compararon después con los datos de
inhibicion in vitro para los gapmeros de la Tabla 3, como se indica en las Tablas 4, 5, 6, 7 y 8. Los oligonucledtidos
se muestran de acuerdo con la region del ARNm humano (nimero de acceso en GENBANK NM_000128.3) al que
se asignan.

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos en la Tabla 4 se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE, 3-14-3 MOE y
2-13-5 MOE. Los primeros gapmeros enumerados en la Tabla 4 son los gapmeros originales (véase la Tabla 3) a
partir de los cuales los gapmeros restantes se disefiaron a través de microwalk y se designaron con un asterisco.
Los gapmeros 5-10-5 tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta
compuesto por 10 2'-desoxinucleotidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5" y 3') por alas que
comprenden 5 nucleétidos cada una. Los gapmeros 3-14-3 tienen una longitud de 20 nucleétidos, en los que el
segmento separador central estd compuesto por 14 2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las
direcciones 5’ y 3') por alas que comprenden 3 nucleétidos cada una. Los gapmeros 2-13-5 tienen una longitud de
20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta compuesto por 13 2'-desoxinucleétidos. El separador
central esta flanqueado en el extremo 5’con un ala que comprende 2 nucledtidos y en el extremo 3' con un ala que
comprende 5 nucledtidos. Para cada uno de los motivos (5-10-5, 3-14-3 y 2-13-5), cada nucleétido en el segmento
de ala en 5 y cada nucledtido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion de 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. El "sitio de inicio diana" indica el nucleétido mas 5’al al que se dirige el
gapmer.. El "sitio de terminacion diana" indica el nucledtido mas 3’al al que se dirige el gapmer.. Cada gapmer
enumerado en la Tabla 2 esté dirigido a la SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).

Como se muestra en la Tabla 4, todos los gapmeros 5-10-5 MOE, los gapmeros 3-14-3 MOE vy los gapmeros 2-13-5
MOE dirigidos a la regién diana que comienza en el sitio de inicio diana 656 y termina en la parada diana. el sitio 704
(es decir, las bases nucleotidicas 656-704) de la SEQ ID NO: muestra al menos un 20 % de inhibicion del ARNm del
Factor 11. Muchos de los gapmeros exhiben al menos 60 % de inhibicion. Varios de los gapmer exhiben al menos
80 % de inhibicion, incluyendo numeros ISIS: 416806, 416809, 416811, 416814, 416821, 416825, 416826, 416827,
416828, 416868, 416869, 416878, 416879, 416881, 416883, 416890, 416891, 416892, 416893, 416894, 416895,
416896, 416945, 416946, 416969, 416970, 416971, 416972, 416973, 412203, 413467, 413468, and 413469. Los
siguientes numeros de ISIS exhibieron al menos 90 % de inhibicion: 412203, 413467, 416825, 416826, 416827,
416868, 416878, 416879, 416892, 416893, 416895, 416896, 416945, 416972, y 416973. Los siguientes nimeros de
ISIS exhibieron al menos 95 % de inhibicién: 416878, 416892, 416895 y 416896: 416878, 416892, 416895 y 416896.
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Tabla 4

Inhibicion de los niveles de ARNm del Factor 11 humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos
dirigidos a las bases nucleotidicas 656 a 704 de la SEC ID N°: 1 (N.° de acceso en GENBANK

NM_000128.3) 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).

N° ISIS | Target Start | Target Stop Sequence (5'to 3) % Motif | SEQ ID No.
Site Site inhibition

*412203 656 675 AATGTCTTTGTTGCAAGCGC 97 5-10-5 31

*413467 666 685 GGTCCACATAAATGTCTTTG 92 5-10-5 100
*413468 671 690 GTCTAGGTCCACATAAATGT 83 5-10-5 101
*413469 681 700 TGCCCTTCATGTCTAGGTCC 86 5-10-5 102
416868 656 675 AATGTCTTTGTTGCAAGCGC 93 3-14-3 31

416945 656 675 AATGTCTTTGTTGCAAGCGC 94 2-13-5 31

416806 657 676 AAATGTCTTTGTTGCAAGCG 86 5-10-5 171
416869 657 676 AAATGTCTTTGTTGCAAGCG 81 3-14-3 171
416946 657 676 AAATGTCTTTGTTGCAAGCG 86 2-13-5 171
416807 658 677 TAAATGTCTTTGTTGCAAGC 51 5-10-5 172
416870 658 677 TAAATGTCTTTGTTGCAAGC 76 3-14-3 172
416947 658 677 TAAATGTCTTTGTTGCAAGC 62 2-13-5 172
416808 659 678 ATAAATGTCTTTGTTGCAAG 55 5-10-5 173
416871 659 678 ATAAATGTCTTTGTTGCAAG 28 3-14-3 173
416948 659 678 ATAAATGTCTTTGTTGCAAG 62 2-13-5 173
416809 660 679 CATAAATGTCTTTGTTGCAA 86 5-10-5 174
416872 660 679 CATAAATGTCTTTGTTGCAA 20 3-14-3 174
416949 660 679 CATAAATGTCTTTGTTGCAA 64 2-13-5 174
416873 661 680 ACATAAATGTCTTTGTTGCA 51 3-14-3 99

416950 661 680 ACATAAATGTCTTTGTTGCA 71 2-13-5 99

416810 662 681 CACATAAATGTCTTTGTTGC 68 5-10-5 175
416874 662 681 CACATAAATGTCTTTGTTGC 49 3-14-3 175
416951 662 681 CACATAAATGTCTTTGTTGC 48 2-13-5 175
416811 663 682 CCACATAAATGTCTTTGTTG 84 5-10-5 176
416875 663 682 CCACATAAATGTCTTTGTTG 75 3-14-3 176
416952 663 682 CCACATAAATGTCTTTGTTG 51 2-13-5 176
416812 664 68 TCCACATAAATGTCTTTGTT 59 5-10-5 177
416876 664 683 TCCACATAAATGTCTTTGTT 37 3-14-3 177
416953 664 683 TCCACATAAATGTCTTTGTT 45 2-13-5 177
416813 665 684 GTCCACATAAATGTCTTTGT 70 5-10-5 178
416877 665 684 GTCCACATAAATGTCTTTGT 51 3-14-3 178
416954 665 684 GTCCACATAAATGTCTTTGT 61 2-13-5 178
416878 666 685 GGTCCACATAAATGTCTTTG 95 3-14-3 100
416955 666 685 GGTCCACATAAATGTCTTTG 75 2-13-5 100
416814 667 686 AGGTCCACATAAATGTCTTT 83 5-10-5 179
416879 667 686 AGGTCCACATAAATGTCTTT 92 3-14-3 179
416956 667 686 AGGTCCACATAAATGTCTTT 61 2-13-5 179
416815 668 687 TAGGTCCACATAAATGTCTT 63 5-10-5 180
416880 668 687 TAGGTCCACATAAATGTCTT 66 3-14-3 180
416957 668 687 TAGGTCCACATAAATGTCTT 59 2-13-5 180
416816 669 688 CTAGGTCCACATAAATGTCT 79 5-10-5 181
416881 669 688 CTAGGTCCACATAAATGTCT 81 3-14-3 181
416958 669 688 CTAGGTCCACATAAATGTCT 43 2-13-5 181
416817 670 689 TCTAGGTCCACATAAATGTC 74 5-10-5 182
416882 670 689 TCTAGGTCCACATAAATGTC 60 3-14-3 182
416959 670 689 TCTAGGTCCACATAAATGTC 25 2-13-5 182
416883 671 690 GTCTAGGTCCACATAAATGT 82 3-14-3 101
416960 671 690 GTCTAGGTCCACATAAATGT 60 2-13-5 101
416818 672 691 TGTCTAGGTCCACATAAATG 76 5-10-5 183
416884 672 691 TGTCTAGGTCCACATAAATG 69 3-14-3 183
416961 672 691 TGTCTAGGTCCACATAAATG 40 2-13-5 183
416819 673 692 ATGTCTAGGTCCACATAAAT 56 5-10-5 184
416885 673 692 ATGTCTAGGTCCACATAAAT 67 3-14-3 184
416962 673 692 ATGTCTAGGTCCACATAAAT 77 2-13-5 184
416820 674 693 CATGTCTAGGTCCACATAAA 77 5-10-5 185
416886 674 693 CATGTCTAGGTCCACATAAA 74 3-14-3 185
416963 674 693 CATGTCTAGGTCCACATAAA 48 2-13-5 185
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(continua)

416821 675 694 TCATGTCTAGGTCCACATAA | 84 | 5-10-5 186
416964 675 694 TCATGTCTAGGTCCACATAA| 69 | 2-13-5 186
412204 676 695 TTCATGTCTAGGTCCACATA | 76 | 5-10-5 32

416888 676 695 TTCATGTCTAGGTCCACATA | 76 | 3-14-3 32

416965 676 695 TTCATGTCTAGGTCCACATA | 53 | 2-13-5 32

416822 677 696 CTTCATGTCTAGGTCCACAT | 76 | 5-10-5 187
416889 677 696 CTTCATGTCTAGGTCCACAT | 60 | 3-14-3 187
416966 677 696 CTTCATGTCTAGGTCCACAT | 64 | 2-13-5 187
416823 678 697 CCTTCATGTCTAGGTCCACA| 77 | 5-10-5 188
416890 678 697 CCTTCATGTCTAGGTCCACA| 87 | 3-14-3 188
416967 678 697 CCTTCATGTCTAGGTCCACA| 75 | 2-13-5 188
416824 679 698 CCCTTCATGTCTAGGTCCAC| 64 | 5-10-5 189
416891 679 698 CCCTTCATGTCTAGGTCCAC| 81 | 3-14-3 189
416968 679 698 CCCTTCATGTCTAGGTCCAC| 73 | 2-13-5 189
416825 680 699 GCCCTTCATGTCTAGGTCCA| 92 | 5-10-5 190
416892 680 699 GCCCTTCATGTCTAGGTCCA| 100 | 3-14-3 190
416969 680 699 GCCCTTCATGTCTAGGTCCA| 80 | 2-13-5 190
416893 681 700 TGCCCTTCATGTCTAGGTCC| 90 | 3-14-3 102
416970 681 700 TGCCCTTCATGTCTAGGTCC| 88 | 2-13-5 102
416826 682 701 ATGCCCTTCATGTCTAGGTC| 94 | 5-10-5 191
416894 682 701 ATGCCCTTCATGTCTAGGTC| 85 | 3-14-3 191
416971 682 701 ATGCCCTTCATGTCTAGGTC| 83 | 2-13-5 191
416827 683 702 TATGCCCTTCATGTCTAGGT | 93 | 5-10-5 192
416895 683 702 TATGCCCTTCATGTCTAGGT | 95 | 3-14-3 192
416972 683 702 TATGCCCTTCATGTCTAGGT | 90 | 2-13-5 192
416828 684 703 TTATGCCCTTCATGTCTAGG | 87 | 5-10-5 193
416896 684 703 TTATGCCCTTCATGTCTAGG | 95 | 3-14-3 193
416973 684 703 TTATGCCCTTCATGTCTAGG | 92 | 2-13-5 193
416829 685 704 TTTATGCCCTTCATGTCTAG | 72 | 5-10-5 194
416897 685 704 TTTATGCCCTTCATGTCTAG | 66 | 3-14-3 194
416974 685 704 TTTATGCCCTTCATGTCTAG | 73 | 2-13-5 194

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos en la Tabla 5 se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE, 3-14-3 MOE y
2-13-5 MOE. El primer gapmer enumerado en la Tabla 5 es el gapmer original (véase la Tabla 3) a partir del cual los
gapmeros restantes se disefiaron a través de microwalk y se designa con un asterisco. Los gapmeros 5-10-5 tienen
una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta compuesto por 10 2'-
desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5 y 3') por alas que comprenden 5
nucledtidos cada una. Los gapmeros 3-14-3 tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento
separador central esta compuesto por 14 2'-desoxinucledétidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones
5 y 3') por alas que comprenden 3 nucleétidos cada una. Los gapmeros 2-13-5 tienen una longitud de 20
nucledtidos, en los que el segmento separador central esta compuesto por 13 2'-desoxinucleotidos. El separador
central esta flanqueado en el extremo 5’con un ala que comprende 2 nucledtidos y en el extremo 3' con un ala que
comprende 5 nucledtidos. Para cada uno de los motivos (5-10-5, 3-14-3 y 2-13-5), cada nucleétido en el segmento
de ala en 5 y cada nucledtido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion de 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. El "sitio de inicio diana" indica el nucleétido mas 5’al al que se dirige el
gapmer.. El "sitio de terminacion diana" indica el nucledtido mas 3’al al que se dirige el gapmer.. Cada gapmer
enumerado en la Tabla 5 esté dirigido a la SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).

Como se muestra en la Tabla 5, todos los gapmeros 5-10-5 MOE, los gapmeros 3-14-3 MOE vy los gapmeros 2-13-5
MOE dirigidos a la regién diana que comienza en el sitio de inicio diana 738 y termina en la parada diana. el sitio 762
(es decir, las bases nucleotidicas 738-762) de la SEQ ID NO: muestra al menos un 45 % de inhibicion del ARNm del
Factor 11. La mayoria de los gapmeros exhiben al menos 60 % de inhibicion. Varios de los gapmer exhiben al
menos 80 % de inhibicién, incluyendo numeros ISIS: 412206, 416830, 416831, 416898, 416899, 416900, 416903,
416975, 416976, 416977 y 416980. Los siguientes nimeros de ISIS exhibieron al menos 90 % de inhibicion:
412206, 416831 y 416900.
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Tabla 5
Inhibicidn de los niveles de ARNm del Factor 11 humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos
dirigidos a las bases nucleotidicas 738 a 762 de la SEC ID N°: 1 (N.° de acceso en GENBANK
NM_000128.3) 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).
N° ISIS Sitio de Sitio de Secuencia (5’ a 3') % de Motivo | SEQ ID No.
inicio diana | terminacion inhibicion
diana
*412206 738 757 CCGTGCATCTTTCTTGGCAT 93 5-10-5 34
416898 738 757 CCGTGCATCTTTCTTGGCAT 88 3-14-3 34
416975 738 757 CCGTGCATCTTTCTTGGCAT 87 2-13-5 34
416830 739 758 TCCGTGCATCTTTCTTGGCA 81 5-10-5 195
416899 739 758 TCCGTGCATCTTTCTTGGCA 86 3-14-3 195
416976 739 758 TCCGTGCATCTTTCTTGGCA 83 2-13-5 195
416831 740 759 ATCCGTGCATCTTTCTTGGC 91 5-10-5 196
416900 740 759 ATCCGTGCATCTTTCTTGGC 90 3-14-3 196
416977 740 759 ATCCGTGCATCTTTCTTGGC 82 2-13-5 196
416832 741 760 CATCCGTGCATCTTTCTTGG 79 5-10-5 197
416901 741 760 CATCCGTGCATCTTTCTTGG 65 3-14-3 197
416978 741 760 CATCCGTGCATCTTTCTTGG 76 2-13-5 197
416833 742 761 TCATCCGTGCATCTTTCTTG 65 5-10-5 198
416902 742 761 TCATCCGTGCATCTTTCTTG 46 3-14-3 198
416979 742 761 TCATCCGTGCATCTTTCTTG 63 2-13-5 198
416834 743 762 GTCATCCGTGCATCTTTCTT 58 5-10-5 199
416903 743 762 GTCATCCGTGCATCTTTCTT 88 3-14-3 199
416980 743 762 GTCATCCGTGCATCTTTCTT 87 2-13-5 199

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos en la Tabla 6 se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE, 3-14-3 MOE y
2-13-5 MOE. Los primeros gapmeros enumerados en la Tabla 6 son los gapmeros originales (véase la Tabla 3) a
partir de los cuales los gapmeros restantes se disefiaron a través de microwalk y se designaron con un asterisco.
Los gapmeros 5-10-5 tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta
compuesto por 10 2'-desoxinucleotidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5" y 3') por alas que
comprenden 5 nucleétidos cada una. Los gapmeros 3-14-3 tienen una longitud de 20 nucleétidos, en los que el
segmento separador central estd compuesto por 14 2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las
direcciones 5’ y 3') por alas que comprenden 3 nucleétidos cada una. Los gapmeros 2-13-5 tienen una longitud de
20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta compuesto por 13 2'-desoxinucleétidos. El separador
central esta flanqueado en el extremo 5’con un ala que comprende 2 nucleétidos y en el extremo 3' con un ala que
comprende 5 nucledtidos. Para cada uno de los motivos (5-10-5, 3-14-3 y 2-13-5), cada nucleétido en el segmento
de ala en 5 y cada nucledtido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion de 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. El "sitio de inicio diana" indica el nucleétido mas 5’al al que se dirige el
gapmer.. El "sitio de terminacion diana" indica el nucledtido mas 3’al al que se dirige el gapmer.. Cada gapmer
enumerado en la Tabla 6 esta dirigido a la SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).

Como se muestra en la Tabla 6, todos los gapmeros 5-10-5 MOE, los gapmeros 3-14-3 MOE vy los gapmeros 2-13-5
MOE dirigidos a la region diana que comienza en el sitio de inicio diana 1018 y termina en la parada diana. el sitio
1042 (es decir, las bases nucleotidicas 1018-1042) de la SEQ ID NO: muestra al menos un 80 % de inhibicion del
ARNm del Factor 11. Los siguientes numeros de ISIS exhibieron al menos 90 % de inhibicion: 413474, 416837,
416838, 416904, 416907 y 416908.
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Tabla 6
Inhibicién de los niveles de ARNm del Factor 11 humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos dirigidos a
las bases nucleotidicas 1018 a 1042 de la SEC ID N°: 1 (N.° de acceso en GENBANK NM_000128.3) 1 (n.° de
acceso en GENBANK NM_000128,3).
N° ISIS | Sitio de inicio Sitio de Secuencia (5’ a 3') % Motivo | SEQ ID No.
diana terminacion diana % de
inhibicion
*41221 2 1018 1037 CCGGGATGATGAGTGCAGA 89 5-10-5 40
T
416904 1018 1037 CCGGGATGATGAGTGCAGA 90 3-14-3 40
T
416981 1018 1037 CCGGGATGATGAGTGCAGA 87 2-13-5 40
T
416835 1019 1038 ACCGGGATGATGAGTGCAG 83 5-10-5 200
A
416905 1019 1038 ACCGGGATGATGAGTGCAG 85 3-14-3 200
A
416982 1019 1038 ACCGGGATGATGAGTGCAG 84 2-13-5 200
A
416836 1020 1039 AACCOGOGATGATGAGTGCA 89 5-10-5 201
G
416906 1020 1039 AACCOGOGATGATGAGTGCA 88 3-14-3 201
G
416983 1020 1039 AACCOGOGATGATGAGTGCA 86 2-13-5 201
G
416837 1021 1040 CAACCGGGATGATGAGTGC 90 5-10-5 202
A
416907 1021 1040 CAACCGGGATGATGAGTGC 90 3-14-3 202
A
416984 1021 1040 CAACCGGGATGATGAGTGC 89 2-13-5 202
A
416838 1022 1041 GCAACCGGGATGATGAGTG 94 5-10-5 203
416908 1022 1041 GCAACCGGGATGATGAGTG 98 3-14-3 203
416985 1022 1041 GCAACCGGGATGATGAGTG 88 2-13-5 203
C
413474 1023 1042 AGCAACCGGGATGATGAGT 93 5-10-5 107
G

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos en la Tabla 7 se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE, 3-14-3 MOE y
2-13-5 MOE. El primer gapmer enumerado en la Tabla 7 es el gapmer original (véase la Tabla 3) a partir del cual los
gapmeros restantes se disefiaron a través de microwalk y se designa con un asterisco. Los gapmeros 5-10-5 tienen
una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta compuesto por 10 2'-
desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5 y 3') por alas que comprenden 5
nucledtidos cada una. Los gapmeros 3-14-3 tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento
separador central esta compuesto por 14 2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones
5 y 3') por alas que comprenden 3 nucleétidos cada una. Los gapmeros 2-13-5 tienen una longitud de 20
nucledtidos, en los que el segmento separador central esta compuesto por 13 2'-desoxinucleotidos. El separador
central esta flanqueado en el extremo 5’con un ala que comprende 2 nucledtidos y en el extremo 3' con un ala que
comprende 5 nucledtidos. Para cada uno de los motivos (5-10-5, 3-14-3 y 2-13-5), cada nucleétido en el segmento
de ala en 5 y cada nucledtido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion de 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. El "sitio de inicio diana" indica el nucleétido mas 5’al al que se dirige el
gapmer.. El "sitio de terminacion diana" indica el nucledtido mas 3’al al que se dirige el gapmer.. Cada gapmer
enumerado en la Tabla 7 esté dirigido a la SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).

Como se muestra en la Tabla 7, todos los gapmeros 5-10-5 MOE, los gapmeros 3-14-3 MOE vy los gapmeros 2-13-5
MOE dirigidos a la region diana que comienza en el sitio de inicio diana 1062 y termina en la parada diana. el sitio
1091 (es decir, las bases nucleotidicas 1062-1091) de la SEQ ID NO: muestra al menos un 20 % de inhibicion del
ARNm del Factor 11. Muchos de los gapmeros exhiben al menos 50 % de inhibicion, inlcuyendo: 412215, 413476,
413476, 416839, 416840, 416841, 416842, 416843, 416844, 416845, 416846, 416847, 416909, 416910, 416911,
416912, 416913, 416914, 416915, 416916, 416917, 416918, 416986, 416987, 416988, 416989, 416990, 416991,
416992, 416993, 416994, 416995. Los siguientes numeros de ISIS exhibieron al menos 80 % de inhibicion: 412215,
413476, 413476, 416839, 416840, 416841, 416842, 416843, 416844, 416845, 416910, 416911, 416912, 416913,
416914, 416916, 416917, 416986, 416987, 416989, 416991, 416992, 416993, and 416994. Los siguientes nimeros
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de ISIS exhibieron al menos 90 % de inhibicion: 413476, 413476, 416842, 416844, 416910, 416911, 416912,
416913, 416916, 416917 y 416993.

Tabla 7
Inhibicién de los niveles de ARNm del Factor 11 humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos
dirigidos a las bases nucleotidicas 1062 a 1091 de la SEC ID N°: 1 (N.° de acceso en GENBANK
NM_000128.3) 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).

N° ISIS | Sitio de inicio Sitio de Secuencia (5’ a 3’) % de Motivo | SEQ ID

diana terminacion diana inhibicion No.
*413476 1067 1086 TTGAGATTCTTTGGGCCATT 93 5-10-5| 109
412215 1062 1081 ATTCTTTGGGCCATTCCTGG 82 5-10-5| 43
416909 1062 1081 ATTCTTTGGGCCATTCCTGG 78 3-14-3 43
416986 1062 1081 ATTCTTTGGGCCATTCCTGG 88 2-13-5| 43
416839 1063 1082 GATTCTTTGGGCCATTCCTG 89 5-10-5| 204
416910 1063 1082 GATTCTTTGGGCCATTCCTG 90 3-14-3| 204
416987 1063 1082 GATTCTTTGGGCCATTCCTG 80 2-13-5| 204
416840 1064 1083 AGATTCTTTGGGCCATTCCT 85 5-10-5| 205
416911 1064 1083 AGATTCTTTGGGCCATTCCT 90 3-14-3| 205
416988 1064 1083 AGATTCTTTGGGCCATTCCT 76 2-13-5| 205
416841 1065 1084 GAGATTCTTTGGGCCATTCC 87 5-10-5| 206
416912 1065 1084 GAGATTCTTTGGGCCATTCC 92 3-14-3| 206
416989 1065 1084 GAGATTCTTTGGGCCATTCC 88 2-13-5| 206
416842 1066 1085 TGAGATTCTTTGGGCCATTC 94 5-10-5| 207
416913 1066 1085 TGAGATTCTTTGGGCCATTC 93 3-14-3| 207
416990 1066 1085 TGAGATTCTTTGGGCCATTC 76 2-13-5| 207
413476 1067 1086 TTGAGATTCTTTGGGCCATT 93 5-10-5| 109
416914 1067 1086 TTGAGATTCTTTGGGCCATT 87 3-14-3| 109
416991 1067 1086 TTGAGATTCTTTGGGCCATT 87 2-13-5| 109
416843 1068 1087 TTTGAGATTCTTTGGGCCAT 89 5-10-5| 208
416915 1068 1087 TTTGAGATTCTTTGGGCCAT 79 3-14-3| 208
416992 1068 1087 TTTGAGATTCTTTGGGCCAT 84 2-13-5| 208
416844 1069 1088 CTTTGAGATTCTTTGGGCCA 90 5-10-5| 209
416916 1069 1088 CTTTGAGATTCTTTGGGCCA 91 3-14-3| 209
416993 1069 1088 CTTTGAGATTCTTTGGGCCA 91 2-13-5| 209
416845 1070 1089 TCTTTGAGATTCTTTGGGCC 86 5-10-5| 210
416917 1070 1089 TCTTTGAGATTCTTTGGGCC 92 3-14-3| 210
416994 1070 1089 TCTTTGAGATTCTTTGGGCC 83 2-13-5| 210
416846 1071 1090 TTCTTTGAGATTCTTTGGGC 72 5-10-5| 211
416918 1071 1090 TTCTTTGAGATTCTTTGGGC 63 3-14-3| 211
416995 1071 1090 TTCTTTGAGATTCTTTGGGC 64 2-13-5| 211
416847 1072 1091 TTTCTTTGAGATTCTTTGGG 50 5-10-5| 212
416919 1072 1091 TTTCTTTGAGATTCTTTGGG 27 3-14-3| 212
416996 1072 1091 TTTCTTTGAGATTCTTTGGG 22 2-13-5| 212

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos en la Tabla 8 se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE, 3-14-3 MOE y
2-13-5 MOE. Los primeros gapmeros enumerados en la Tabla 8 son los gapmeros originales (véase la Tabla 3) a
partir de los cuales los gapmeros restantes se disefiaron a través de microwalk y se designaron con un asterisco.
Los gapmeros 5-10-5 tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta
compuesto por 10 2'-desoxinucleotidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5" y 3') por alas que
comprenden 5 nucleétidos cada una. Los gapmeros 3-14-3 tienen una longitud de 20 nucleétidos, en los que el
segmento separador central estd compuesto por 14 2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las
direcciones 5’ y 3') por alas que comprenden 3 nucleétidos cada una. Los gapmeros 2-13-5 tienen una longitud de
20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta compuesto por 13 2'-desoxinucleétidos. El separador
central esta flanqueado en el extremo 5’con un ala que comprende 2 nucledtidos y en el extremo 3' con un ala que
comprende 5 nucledtidos. Para cada uno de los motivos (5-10-5, 3-14-3 y 2-13-5), cada nucleétido en el segmento
de ala en 5 y cada nucledtido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion de 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. El "sitio de inicio diana" indica el nucleétido mas 5’al al que se dirige el
gapmer.. El "sitio de terminacion diana" indica el nucledtido mas 3’al al que se dirige el gapmer.. Cada gapmer
enumerado en la Tabla 8 esta dirigido a la SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).

Como se muestra en la Tabla 8, todos los gapmeros 5-10-5 MOE, los gapmeros 3-14-3 MOE vy los gapmeros 2-13-5
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MOE dirigidos a la region diana que comienza en el sitio de inicio diana 1275 y termina en la parada diana. el sitio
1318 (es decir, las bases nucleotidicas 1275-1318) de la SEQ ID NO: muestra al menos un 70 % de inhibicion del
ARNm del Factor 11. Muchos de los gapmeros exhiben al menos 80 % de inhibicion, inlcuyendo: 412223, 412224,
412225, 413482, 416848, 416849, 416850, 416851, 416852, 416853, 416854, 416855, 416856, 416857, 416858,
416859, 416860, 416861, 416862, 416863, 416864, 416865, 416866, 416867, 416920, 416921, 416922, 416923,
416924, 416925, 416926, 416927, 416928, 416929, 416930, 416931, 416932, 416933, 416934, 416935, 416936,
416937, 416938, 416939, 416940, 416941, 416942, 416943, 416944, 416997, 416998, 416999, 417000, 417001,
417002, 417003, 417004, 417006, 417007, 417008, 417009, 417010, 417011, 417013, 417014, 417015, 417016,
417017, 417018, 417019, y 417020. The Los siguientes nimeros de ISIS exhibieron al menos 90 % de inhibicion: :
412224, 416850, 416853, 416856, 416857, 416858, 416861, 416862, 416864, 416922, 416923, 416924, 416925,
416926, 416928, 416931, 416932, 416933, 416934, 416935, 416937, 416938, 416940, 416941, 416943, 416999,
417002, 416854, y 416859.

Tabla 8
Inhibicion de los niveles de ARNm del Factor 11 humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos
dirigidos a las bases nucleotidicas 1275 a 1318 de la SEC ID N°: 1 (N.° de acceso en GENBANK
NM_000128.3) 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).
N° ISIS Sitio de Sitio de Secuencia (5’ a 3') % de Motivo | SEQ ID No.
inicio diana | terminacion inhibicion
diana

*412223 1275 1294 ACAGTTTCTGGCAGGCCTCG 85 5-10-5 51
*412224 1285 1304 GCATTGGTGCACAGTTTCTG 93 5-10-5 52
*413482 1290 1309 GGACGGCATTGGTGCACAGT 89 5-10-5 115
*412225 1295 1314 GCAGCGGACGGCATTGGTGC 86 5-10-5 53
416920 1275 1294 ACAGTTTCTGGCAGGCCTCG 88 3-14-3 51
416997 1275 1294 ACAGTTTCTGGCAGGCCTCG 84 2-13-5 51
416848 1276 1295 CACAGTTTCTGGCAGGCCTC 86 5-10-5 213
416921 1276 1295 CACAGTTTCTGGCAGGCCTC 88 3-14-3 213
416998 1276 1295 CACAGTTTCTGGCAGGCCTC 88 2-13-5 213
416849 1277 1296 GCACAGTTTCTGGCAGGCCT 88 5-10-5 214
416922 1277 1294 GCACAGTTTCTGGCAGGCCT 94 3-14-3 214
416999 1277 1296 GCACAGTTTCTGGCAGGCCT 92 2-13-5 214
416850 1278 1297 TGCACAGTTTCTGGCAGGCC 93 5-10-5 215
416923 1278 1297 TGCACAGTTTCTGGCAGGCC 96 3-14-3 215
417000 1278 1297 TGCACAGTTTCTGGCAGGCC 89 2-13-5 215
416851 1279 1298 GTGCACAGTTTCTGGCAGGC 88 5-10-5 216
416924 1279 1298 GTGCACAGTTTCTGGCAGGC 96 3-14-3 216
417001 1279 1298 GTGCACAGTTTCTGGCAGGC 83 2-13-5 216
416925 1280 1299 GGTGCACAGTTTCTGGCAGG 98 3-14-3 114
417002 1280 1299 GGTGCACAGTTTCTGGCAGG 92 2-13-5 114
416852 1281 1300 TGGTGCACAGTTTCTGGCAG 84 5-10-5 217
416926 1281 1300 TGGTGCACAGTTTCTGGCAG 93 3-14-3 217
417003 1281 1300 TGGTGCACAGTTTCTGGCAG 89 2-13-5 217
416853 1282 1301 TTGGTGCACAGTTTCTGGCA 91 5-10-5 218
416927 1282 1301 TTGGTGCACAGTTTCTGGCA 87 3-14-3 218
417004 1282 1301 TTGGTGCACAGTTTCTGGCA 86 2-13-5 218
416854 1283 1302 ATTGGTGCACAGTTTCTGGC 90 5-10-5 219
416928 1283 1302 ATTGGTGCACAGTTTCTGGC 91 3-14-3 219
417005 1283 1302 ATTGGTGCACAGTTTCTGGC 79 2-13-5 219
416855 1284 1303 CATTGGTGCACAGTTTCTGG 87 5-10-5 220
416929 1284 1303 CATTGGTGCACAGTTTCTGG 83 3-14-3 220
417006 1284 1303 CATTGGTGCACAGTTTCTGG 81 2-13-5 220
416930 1285 1304 GCATTGGTGCACAGTTTCTG 87 3-14-3 52
417007 1285 1304 GCATTGGTGCACAGTTTCTG 82 2-13-5 52
416856 1286 1305 GGCATTGGTGCACAGTTTCT 95 5-10-5 221
416931 1286 1305 GGCATTGGTGCACAGTTTCT 96 3-14-3 221
417008 1286 1305 GGCATTGGTGCACAGTTTCT 82 2-13-5 221
416857 1287 1306 CGGCATTGGTGCACAGTTTC 92 5-10-5 222
416932 1287 1306 CGGCATTGGTGCACAGTTTC 92 3-14-3 222
417009 1287 1306 CGGCATTGGTGCACAGTTTC 85 2-13-5 222
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(continua)

416858 1288 1307 ACGGCATTGGTGCACAGTTT 93 5-10-5 223
416933 1288 1307 ACGGCATTGGTGCACAGTTT 92 3-14-3 223
417010 1288 1307 ACGGCATTGGTGCACAGTTT 81 2-13-5 223
416859 1289 1308 GACGGCATTGGTGCACAGTT 90 5-10-5 224
416934 1289 1308 GACGGCATTGGTGCACAGTT 90 3-14-3 224
417011 1289 1308 GACGGCATTGGTGCACAGTT 86 2-13-5 224
416935 1290 1309 GGACGGCATTGGTGCACAGT 92 3-14-3 115
417012 1290 1309 GGACGGCATTGGTGCACAGT 72 2-13-5 115
416860 1291 1310 CGGACGGCATTGGTGCACAG 88 5-10-5 225
416936 1291 1310 CGGACGGCATTGGTGCACAG 89 3-14-3 225
417013 1291 1310 CGGACGGCATTGGTGCACAG 86 2-13-5 225
416861 1292 1311 GCGGACGGCATTGGTGCACA 92 5-10-5 226
416937 1292 1311 GCGGACGGCATTGGTGCACA 93 3-14-3 226
417014 1292 1311 GCGGACGGCATTGGTGCACA 87 2-13-5 226
416862 1293 1312 AGCGGACGGCATTGGTGCAC 90 5-10-5 227
416938 1293 1312 AGCGGACGGCATTGGTGCAC 90 3-14-3 227
417015 1293 1312 AGCGGACGGCATTGGTGCAC 87 2-13-5 227
416863 1294 1313 CAGCGGACGGCATTGGTGCA 83 5-10-5 228
416939 1294 1313 CAGCGGACGGCATTGGTGCA 88 3-14-3 228
417016 1294 1313 CAGCGGACGGCATTGGTGCA 85 2-13-5 228
416940 1295 1314 GCAGCGGACGGCATTGGTGC 92 3-14-3 53

417017 1295 1314 GCAGCGGACGGCATTGGTGC 82 2-13-5 53

416864 1296 1315 GGCAGCGGACGGCATTGGTG 93 5-10-5 229
416941 1296 1315 GGCAGCGGACGGCATTGGTG 95 3-14-3 229
417018 1296 1315 GGCAGCGGACGGCATTGGTG 82 2-13-5 229
416865 1297 1316 TGGCAGCGGACGGCATTGGT 88 5-10-5 230
416942 1297 1316 TGGCAGCGGACGGCATTGGT 85 3-14-3 230
417019 1297 1316 TGGCAGCGGACGGCATTGGT 84 2-13-5 230
416866 1298 1317 CTGGCAGCGGACGGCATTGG 88 5-10-5 231
416943 1298 1317 CTGGCAGCGGACGGCATTGG 92 3-14-3 231
417020 1298 1317 CTGGCAGCGGACGGCATTGG 84 2-13-5 231
416867 1299 1318 ACTGGCAGCGGACGGCATTG 83 5-10-5 232
416944 1299 1318 ACTGGCAGCGGACGGCATTG 83 3-14-3 232
417021 1299 1318 ACTGGCAGCGGACGGCATTG 74 2-13-5 232

Example 4: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2

Gapmeros del Ejemplo 3 (véanse las Tablas 4, 5, 6, 7 y 8), que exhiben inhibicién in vitro del factor 11 humano, se
analizaron a diversas dosis en células HepG2. Las células se sembraron a una densidad de 10.000 células por
pocillo y se transfectaron usando reactivo de lipofectina con concentraciones de 9,375 nM, 18,75 nM, 37,5 nM y 75
nM del oligonucledtido antisentido, como se especifica en la Tabla 9. El conjunto de sonda de cebador Factor 11
humano, RTS 2966, se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de
acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del
porcentaje de inhibicion del factor 11 respecto a las células control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 9, los
niveles de A.RNm del Factor 11 se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido.
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Tabla 9
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2 a través de la
transfeccion de oligonucledtidos con lipofectin
9,375 nM 18,75 nM 37,5 nM 75 nM Motif ICso (nM) | SEQ ID No.

412203 33 40 62 74 5-10-5 24 31

412206 24 47 69 86 5-10-5 21 34

413467 35 51 62 69 5-10-5 20 100
413474 29 44 57 67 5-10-5 28 107
413476 24 58 62 77 5-10-5 21 109
416825 23 52 73 92 5-10-5 20 190
416826 8 36 58 84 5-10-5 29 191
416827 31 42 62 77 5-10-5 23 192
416838 31 51 64 86 5-10-5 19 203
416842 18 33 62 71 5-10-5 31 207
416850 4 30 67 84 5-10-5 29 215
416856 21 45 58 74 5-10-5 27 221
416858 0 28 54 82 5-10-5 33 223
416864 18 43 62 78 5-10-5 26 229
416878 22 34 60 82 5-10-5 27 100
416892 16 50 70 85 3-14-3 23 190
416895 39 57 66 71 3-14-3 15 192
416896 22 39 57 81 3-14-3 27 193
416908 36 57 67 76 3-14-3 16 203
416922 14 25 49 75 3-14-3 36 214
416923 36 47 60 67 3-14-3 23 215
416924 25 38 56 59 3-14-3 36 216
416925 13 38 59 75 3-14-3 30 114
416926 31 43 63 82 3-14-3 22 217
416931 44 39 57 71 3-14-3 22 221
416941 33 54 63 78 3-14-3 19 229
416945 34 45 62 65 2-13-5 24 31

416969 17 39 61 76 2-13-5 28 190
416972 32 40 60 69 2-13-5 26 192
416973 60 75 85 87 2-13-5 3 193
416984 26 50 62 81 2-13-5 22 202
416985 17 30 47 57 2-13-5 49 203
416989 18 41 62 83 2-13-5 26 206
416993 15 37 50 68 2-13-5 36 209
416999 24 37 55 73 2-13-5 30 214
417000 35 47 58 70 2-13-5 23 215
417002 35 52 67 70 2-13-5 19 114
417003 26 44 60 56 2-13-5 33 217

Los gapmeros tambien se transtectaron mediante electroporacion y se midio su Inhibicion dependiente de la dosis
del ARNm del Factor 11 humano. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se
transfectaron mediante electroporacion con concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,7 uM, 2,2 uM, 6,7
MM y 20 uM, como se especifica en la Tabla 10. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16
horas, el ARN aislado de las células y los niveles de ARNm del Factor 11 se midieron mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. El conjunto de sonda de cebador Factor 11 humano, RTS 2966, se usd para medir los niveles de
ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante
RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion del factor 11 respecto a las células
control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 10, los niveles de A.RNm del Factor 11 se redujeron de una manera
dependiente de la dosis en células tratadas con oligonucleétidos antisentido.
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Tabla 10
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2 a
través de la transfeccion de oligonucledétidos con electroporacion
0,7 uM 2,2 uM 6,7 UM 20 uM Clso (UM SEQ ID No.

412203 11 60 70 91 2,7 31

412206 22 39 81 94 2,7 34

413467 5 31 65 89 4,2 100
413474 0 5 52 81 6,9 107
413476 40 69 88 93 0,9 109
416825 27 74 92 98 1,3 190
416826 2 47 86 82 3,2 191
416827 37 68 87 92 1,1 192
416838 5 30 55 83 5,1 203
416842 0 10 66 92 5,0 207
416850 14 25 81 91 3,4 215
416856 0 29 47 93 5,1 221
416858 5 20 56 86 53 223
416864 32 65 78 90 1,4 229
416878 1 26 75 85 4,3 100
416892 14 52 82 92 2,5 190
416895 0 62 70 91 3,0 192
416896 12 35 81 89 3,2 193
416908 7 58 74 89 2,8 203
416922 35 51 77 91 1,7 214
416923 15 30 60 90 4,0 215
416924 22 40 63 70 4,1 216
416925 0 40 76 80 3,9 114
416926 47 71 91 94 0,6 217
416931 7 24 60 82 5,1 221
416941 16 38 79 89 3,0 229
416945 48 70 81 88 0,6 31

416969 25 34 86 92 2,5 190
416972 25 30 48 88 4,3 192
416973 20 48 86 93 2,3 193
416984 43 54 88 90 1,1 202
416985 12 48 45 69 5,8 203
416989 32 65 88 94 1,3 206
416993 22 48 87 92 2,2 209
416999 20 42 77 88 2,8 214
417000 46 73 76 89 0,6 215
417002 32 38 82 91 2,2 114
417003 0 34 75 89 3,9 217

Ejemplo 5: Seleccion y confirmacion de la inhibicion de antisentido dependiente de la dosis eficaz del Factor
11 humano en células HepG2

Se seleccionaron gapmeros que exhibian una inhibicion significativa dependiente de la dosis del Factor 11 humano
en el Ejemplo 4 y se analizaron a diversas dosis en células HepG2. Las células se sembraron a una densidad de
10.000 células por pocillo y se transfectaron usando reactivo de lipofectin con concentraciones de 9,34 nM, 4,69 nM,
9,375 nM, 18,75 nM, 37,5 nM, y 75 nM del oligonucleétido antisentido, como se especifica en la Tabla 11. Después
de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de ARNm del
Factor 11 humano se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador Factor
11 humano, RTS 2966, se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de
acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del
porcentaje de inhibicién del factor 11 humano respecto a las células control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 11,
los niveles de A.RNm del Factor 11 se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido en comparacion con el control.
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Tabla 11
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2 a través de la
transfeccion de oligonucledtidos con lipofectin
2,34nM | 4,69nM | 9,375nM | 18,75nM | 37,5nM | 75nM | Motif | IC50 (nM) | SEQ ID No.

416825 4 22 39 57 79 89 5-10-5 13 190
416826 15 22 32 54 76 90 5-10-5 15 191
416838 21 37 50 63 74 83 5-10-5 10 203
416850 24 31 49 55 70 77 5-10-5 13 215
416858 11 35 46 61 75 77 5-10-5 11 223
416864 13 34 42 65 68 80 5-10-5 15 229
416892 14 34 49 70 84 93 3-14-3 9 190
416925 24 34 45 56 67 72 3-14-3 13 114
416999 10 26 42 62 72 80 | 2-13-5 14 214
417002 17 26 49 61 81 84 | 2-13-5 12 114
417003 6 29 48 64 73 82 | 2-13-5 11 217

Los gapmeros también se transfectaron mediante electroporaciéon y se midio su inhibicién dependiente de la dosis
del ARNm del Factor 11 humano. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se
transfectaron mediante electroporacion con concentraciones de 625 nM, 1250 nM, 2500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM, y
20.000 nM del oligonucledtido antisentido, como se especifica en la Tabla 11. Después de un periodo de tratamiento
de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de ARNm del Factor 12 humano se
midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador Factor 11 humano, RTS 2966,
se usO para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de acuerdo con un
contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de
inhibicion del factor 11 humano respecto a las células control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 12, los niveles de
A.RNm del Factor 11 se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con oligonucleétidos
antisentido en comparacién con el control.

Tabla 12
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2 a través de la
transfeccion de oligonucledtidos con electroporacion
625nM | 1250 nM | 2500 nM | 5000 nM | 10000 nM | 20000 nM | Clso (UM | SEQ ID No.

416825 69 84 91 94 96 97 19 190
416826 67 82 89 92 95 97 33 191
416838 66 79 87 90 93 96 43 203
416850 69 80 87 90 93 96 25 215
416858 65 77 87 89 93 93 44 223
416864 45 74 84 87 92 94 338 229
416892 66 86 96 97 100 100 31 190
416925 64 80 88 91 95 96 51 114
416999 61 82 89 94 94 97 67 214
417002 59 72 86 90 94 96 156 114
417003 60 74 86 90 95 95 123 217

Ejemplo 6: Seleccion y confirmacion de la inhibicion de antisentido dependiente de la dosis eficaz del Factor
11 humano en hepatocitos primarios con ciano

Gapmeros del ejemplo 4 que exhiben una inhibicion in vitro dependiente de una dosis significativa del factor 11
humano también se analizaron a diversas dosis en hepatocitos primarios ciano. Las células se sembraron a una
densidad de 35.000 células por pocillo y se transfectaron mediante electroporaciéon con concentraciones de 0,74 nM,
2,2 nM, 6,7 nM, 20 nM, 60 nM, y 180 nM del oligonucleétido antisentido, como se especifica en la Tabla 11. Después
de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de ARNm del
Factor 13 humano se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador Factor
11 humano, RTS 2966, se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de
acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del
porcentaje de inhibicion del factor 11 humano respecto a las células control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 13,
los niveles de A.RNm del Factor 11 se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido en comparacion con el control.
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Tabla 13
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en hepatocitos primarios ciano
0,74 nM 22nM | 6,7nM | 20nM | 60 nM 180 nM Clso (UM SEQ ID No.
416825 5 22 51 61 77 84 1,0 190
416826 13 24 34 67 69 71 1,3 191
416838 0 0 21 34 48 62 6,9 203
416850 2 20 24 65 69 67 1,6 215
416858 2 13 22 44 63 68 3,7 223
416864 0 1 15 23 47 64 7,7 229
416892 20 20 43 62 88 92 1,0 190
416925 0 9 1 48 55 76 4.4 114
416999 3 40 36 62 67 82 1,3 214
417002 32 16 28 38 55 71 4,0 114
417003 12 18 19 39 58 74 4,1 217

Ejemplo 7: Seleccion y confirmacion de la inhibicidon de antisentido dependiente de la dosis eficaz del Factor
11 humano en células HepB3 por gapmeros

Los gapmeros que exhiben inhibicién in vitro del Factor 11 humano en el Ejemplo 4 se analizaron a diversas dosis
en células HepB3 humanas. Las células se sembraron a una densidad de 4.000 células por pocillo y se transfectaron
usando reactivo de lipofectin con concentraciones de 2,3 nM, 4,7 nM, 9,4 nM, 18,75 nM, 37,5 nM, y 75 nM del
oligonucledtido antisentido, como se especifica en la Tabla 14. Después de un periodo de tratamiento de
aproximadamente 16 horas, se aislé6 ARN de las células y los niveles de ARNm del Factor 11 humano se midieron
mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador Factor 11 humano, RTS 2966, se uso
para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de acuerdo con un contenido de
ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion del
factor 11 respecto a las células control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 14, los niveles de A.RNm del Factor 11
se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con oligonucleétidos antisentido en
comparacién con el control.

Tabla 14
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepB3
NeISIS | 2,3nM | 47nM | 9,4 nM 18,75 nM 37,5nM | 75nM | Clso(nM) SEQ ID No.
416825 0 15 34 36 53 59 35 190
416826 16 28 38 55 64 66 16 191
416838 23 34 43 59 71 56 11 203
416850 22 32 43 56 75 60 13 215
416858 17 34 43 57 74 62 12 223
416864 24 37 42 66 76 63 9 229
416892 28 34 50 68 82 72 9 190
416925 26 33 45 59 72 60 12 114
416999 19 33 42 60 71 59 12 214
417002 24 30 46 57 71 65 13 114
417003 11 28 40 40 63 58 17 217

Los gapmeros también se transfectaron mediante electroporaciéon y se midio su inhibicién dependiente de la dosis
del ARNm del Factor 11 humano. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se
transfectaron mediante electroporacién con concentraciones de 41,15 nM, 123,457 nM, 370,37 nM, 1111,11 nM,
3333,33 nM, y 10.000nM del oligonucledtido antisentido, como se especifica en la Tabla 11. Después de un periodo
de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de ARNm del Factor 15
humano se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador Factor 11 humano,
RTS 2966, se uso para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de acuerdo con
un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de
inhibicion del factor 11 humano respecto a las células control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 15, los niveles de
A.RNm del Factor 11 se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con oligonucleétidos
antisentido en comparacién con el control.
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Tabla 15
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepB3
41,15 nM | 123.457 nM | 370,37 nM | 1111,11 nM | 3333,33 nM | 10000 nM | Clso (UM | SEQ ID No.
416825 32 40 48 75 90 92 0,16 190
416826 0 0 34 61 87 92 0,78 191
416838 12 9 28 40 77 88 1,20 203
416850 26 38 51 73 90 95 0,30 215
416858 23 45 52 64 87 92 0,30 223
416864 4 3 6 35 75 87 2,20 229
416892 9 12 28 65 89 98 0,61 190
416925 27 39 50 73 88 96 0,20 114
416999 31 45 62 78 94 97 0,16 214
417002 19 0 31 47 86 93 1,20 114
417003 31 0 15 43 84 92 1,50 217

Ejemplo 8: Inhibicion antisentido del factor 11 murino en hepatocitos de raton primarios

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos dirigidos al factor 11 murino se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE
dirigidos al Factor 11 murino (nimero de acceso en GENBANK NM_028066.1, incorporado en el presente
documento como SEQ ID NO: 6). Los gapmeros tienen una longitud de 20 nucleédtidos, en los que el segmento
separador central esta compuesto por 10 2'-desoxinucledétidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones
5"y 3') por alas que comprenden 5 nucleétidos cada una. Cada nucledtido en cada segmento de ala 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. Los oligonucleétidos antisentido se
evaluaron en cuanto a su capacidad para reducir el ARNm de Factor 11 murino en hepatocitos de ratén primarios.

Los hepatocitos de ratdon primarios se trataron con oligonucleétidos antisentido a 6,25 nM, 12,5 nM, 25 nM, 50 nM,
100 nM y 200 nM durante un periodo de aproximadamente 24 horas. Se aislé el ARN de las células y se midieron
los niveles de ARNm de Factor 11 murino mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizé el conjunto de sonda
de cebador del Factor 11 murino RTS 2898 (secuencia directa ACATGACAGGCGCGATCTCT, incorporada en el
presente documento como SEQ ID NO: 7; secuencia inversa TCTAGGTTCACGTACACATCTTTGC, incorporada en
el presente documento como SEQ ID NO: 8; secuencia de la sonda TTCCTTCAAGCAATGCCCTCAGCAATX,
incorporada en el presente documento como SEQ ID NO: 9) se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de
ARNm del factor 11 se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Varios
de los oligonucledtidos antisentido murinos redujeron los niveles de ARNm del Factor 11 de una manera
dependiente de la dosis.

Ejemplo 9: Inhibicion antisentido de reaccion cruzada del factor 11 murino en hepatocitos de ratén primarios

Los oligonucleétidos antisentido dirigidos a un acido nucleico del Factor 11 murino se probaron para determinar sus
efectos sobre el ARNm del Factor 11 in vitro. Los hepatocitos de ratéon primarios cultivados a una densidad de
10.000 células por pocillo se trataron con oligonucleétido antisentido 100 nM. Tras un periodo de tratamiento de
aproximadamente 24 horas se aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm del factor 11 de ratén
mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de acuerdo con un
contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de
inhibicion del factor 11 respecto a las células control sin tratar.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos en la Tablas 16 se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE. Los
gapmeros tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento separador central estd compuesto por 10
2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5 y 3') por alas que comprenden 5
nucledtidos cada una. Cada nucledtido en el segmento de ala en 5’ y cada nucledétido en el segmento de ala 3' tiene
una modificacién de 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmer son enlaces fosforotioato (P
= 8). Todos los residuos de citidina a lo largo de cada gapmer son 5-metilcitidinas. El "sitio de inicio diana de ratén"
indica el nucledtido mas 5’al al que se dirige el gapmer.. El "sitio de terminacién diana de raton" indica el nucleétido
mas 3’al al que se dirige el gapmer.. Todos los oligonucledtidos de ratdon enumerados muestran reactividad cruzada
entre el ARNm del Factor 11 de raton (nimero de acceso GENBANK NM_028066.1), incorporado en el presente
documento como SEQ ID NO: 6 y el ARNm del Factor 11 humano (nimero de acceso GENBANK NM_000128.3),
incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1. “Sitio de inicio diana humano" indica el nucleétido mas
en 5' en el ARNm humano (nimero de acceso en GENBANK NM_000128.3) al que se dirige el oligonucledtido
antisentido. “Sitio de terminacién diana humano" indica el nucleétido mas en 3' en el ARNm humano (ndmero de
acceso en GENBANK NM_000128.3) al que se dirige el oligonucledtido antisentido. El "nimero de apareamientos
erroneos” indica los apareamientos erréneos entre el oligonucledtido de ratdn y la secuencia de ARNm humano.
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Tabla 16
Inhibicién de los niveles de ARNm del Factor 11 de ratén por oligonucleétidos antisentido quiméricos que tienen
alas 5-10-5 MOE y separacion de desoxi dirigida a la SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 6
N.° | Sitio | Sitio de Secuencia (5’ a 3) % de |SEQ| Sitiode | Sitio de N° de
ISIS de |terminacién inhibicién| 1D inicio | terminacion | apareamientos
inicio | diana de No. | diana diana erroneos
diana raton humano| humano
de
raton
404050| 379 398 TGCTTGAAGGAATATCCAGA 82 233 | 619 638 2
404054 | 448 467 TAGTTCATGCCCTTCATGTC 45 234 | 688 707 1
404055| 453 472 TGTTATAGTTCATGCCCTTC 27 235 | 693 712 1
404066 | 686 705 AATGTCCCTGATACAAGCCA 37 236 | 926 945 1
404067 | 691 710 GGGAAAATGTCCCTGATACA 39 237 | 931 950 1
404083 | 1299 1318 TGTGCAGAGTCACCTGCCAT 47 238 | 1533 1552 2
404087 | 1466 1485 TTCTTGAACCCTGAAGAAAG 29 239 | 1709 1728 2
404089 | 1477 1496 TGAATTATCATTTCTTGAAC 6 240 | 1720 1739 2
404090 | 1483 1502 TGATCATGAATTATCATTTC 42 241 | 1726 1745 2

Ejemplo 10: inhibicién antisentido in vivo del factor 11 murino

Se evaluaron varios oligonucleotidos antisentido dirigidos al ARNm del factor 11 murino (nUmero de acceso
GENBANK . NM_028066,1) ncorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 6) que muestran una inhibicion
dependiente de la dosis estadisticamente significativa n vivo. Se traté a ratones BALB/c con ISIS 404057
(TCCTGGCATTCTCGAGCATT, sitio de inicio diana 487, incorporado en el presente documento como SEQ ID NO:
10) and ISIS 404071 (TGGTAATCCACTTTCAGAGG, sitio de inicio diana 869, incorporado en el presente
documento como SEQ ID NO: 11).

Tratamiento

En ratones BALB/c se inyectaron 5 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg o 50 mg/kg de ISIS 404057 o ISIS 404071 dos veces
a la semana durante 3 semanas. A un grupo de control de ratones se inyecto solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) dos veces por semana durante 3 semanas. Se sacrifico a los ratones 5 dias después de recibir la ultima dosis.
Se recogio el higado entero para el analisis de ARN y se recolecté el plasma para el analisis de coagulacion (PT y
aPTT) y el analisis de proteinas.

Analisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis de PCR en tiempo real del Factor 11. Como se muestra en la
Tabla 17, los oligonucleoétidos antisentido lograron una reduccién dependiente de la dosis del Factor 11 murino sobre
el control de PBS. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion del factor 11 en relacion con el
control.

Tabla 17
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de ARNm de factor 11
murino en ratones BALB/c
mg/kg % de inhibicién
404057 5 40
10 64
25 85
50 95
404071 5 72
10 82
25 93
50 96

Ensayo de PT y aPTT

El tiempo de protrombina (PT) y el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) se midieron utilizando plasma
pobre en plaquetas (PPP) de ratones tratados con ISIS 404057 e ISIS 404071. Los valores de PT y aPTT
proporcionados en la tabla 18 se informan como valores del indice internacional normalizado (INR). Los valores de
INR para PT y aPTT se determinaron dividiendo el valor de PT o aPTT para cada grupo experimental (es decir, 5

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg y 50 mg/kg de tratamiento con ISIS 404057 o ISIS 40407 1) mediante el PT o aPTT para
el grupo tratado con PBS. Esta relacion se elevé a la potencia del indice de Sensibilidad Internacional (ISI) del factor
tisular utilizado. Como se muestra en la Tabla 18, el PT no se prolongé significativamente en ratones tratados con
ISIS 404057 o ISIS 404071. Sin embargo, el aTTP se prolongd de forma dependiente de la dosis en ratones tratados
con ISIS 404057 e ISIS 404071. Estos datos sugieren que la reduccion antisentido del Factor 11 afecta a la via de
activacion de contacto, pero no la via extrinseca de la coagulacion sanguinea.

Tabla 18
Efecto de ISIS 404071 y 404057 sobre PT y aPTT en ratones BALB/c
Dosis en mg/kg INR de PT INR de aPTT
ISIS 404057 5 1,00 1,07
10 0,94 1,19
25 1,02 1,27
50 1,00 1,37
ISIS 404071 5 1,06 1,09
10 1,08 1,13
25 1,06 1,35
50 1,02 2,08

Anélisis de proteinas

La proenzima del factor 11 del plasma de ratones tratados con ISIS 404071, se midié6 usando un ensayo de F11
basado en el tiempo de coagulacion. Los tiempos de coagulacion se determinaron por duplicado con un instrumento
de coagulacién semiautomatico ST4 (Diagnostica Stago, NJ). Treinta pl de plasma de muestra citrado diluido a 1/20
en tampdén HEPES-NaCl con BSA se incubaron con 30 pl de reactivo de aPTT (reactivo de Factor 3 de plaquetas
mas activador de particulas) y 30 pl de plasma citrado deficiente en factor 11 (congénito humano, George King Bio-
Medical Inc.) a 37 °C para iniciar la coagulacion. Los resultados se interpolaron en una curva estandar de plasma
murino de control citrado diluido en serie.

Como se muestra en la Tabla 19, el tratamiento con ISIS 404071 dio como resultado una reduccion significativa
dependiente de la dosis de la proteina del Factor 11. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de
inhibicion del factor 11 en relacién con el PBS control.

Tabla 19
Inhibiciéon dependiente de la dosis de la proteina del
factor 11 murino por ISIS 404071 en ratones BALB/c
Dosis en mg/kg % de inhibicién

5 39

10 67

25 89

50 96

Ejemplo 11: Efecto in vivo de la inhibiciéon antisentido del factor 11 murino en el modelo de trombosis
venosa (TV) inducida con FeCls en comparacion con warfarina

Tratamiento

ISIS 404071 y warfarina (COUMADIN) se evaluaron en el modelo de raton de TV inducida por FeCls . Seis grupos de
ratones BALB/c se trataron con 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg o 40 mg/kg de ISIS 404071,
administrados por via subcutanea dos veces a la semana durante 3 semanas. Dos dias después de recibir la Ultima
dosis de ISIS 404071, se anestesio a los ratones con 150 mg/kg de ketamina mezclada con 10 mg/kg de xilazina
administrada por inyeccion intraperitoneal. Se trataron 6 grupos adicionales de ratones BALB/c con 0,5 mg/kg, 1
mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg y 5 mg/kg de warfarina, administrados por via intraperitoneal diariamente durante
6 dias. Cuatro horas después de la ultima dosis de warfarina, se anestesio a los ratones con 150 mg/kg de ketamina
mezclada con 10 mg/kg de xilazina administrada por inyeccion intraperitoneal. Dos grupos de control de ratones
BALB/c se trataron con PBS , administrado por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas. Dos dias
después de la Ultima dosis de PBS, se anestesio a los ratones de ambos grupos con 150 mg/kg de ketamina
mezclada con 10 mg/kg de xilazina administrada por inyeccion intraperitoneal. La formacion de trombos se indujo
con FeCls en todos los grupos de ratones excepto en el primer grupo de control.

En ratones sometidos tratamiento con a FeCls, se indujo la formacion de trombos aplicando un trozo de papel de
filtro (2 x 4 mm) presaturado con una solucion al 10 % de FeCls directamente en la vena cava. Después de 3 minutos
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de exposicion, se retird el papel de filtro. Treinta minutos después de la aplicacién del papel de filtro, se disecé una
longitud fija de la vena que contenia el trombo para el analisis de plaquetas. Se extrajo el higado para el analisis de
ARN.

Analisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis de PCR en tiempo real del Factor 11. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicion del Factor 11, en relacion con el control con PBS. Como se muestra en la
Tabla 20, el tratamiento con ISIS 404071 dio como resultado una reduccion significativa dependiente de la dosis del
ARNm del Factor 11 en comparacién con el control con PBS. Por el contrario, el tratamiento con warfarina no
produjo una reduccion significativa del factor 11 en comparacion con el control de PBS.

Tabla 20
Reduccién dependiente de la dosis del ARNm del Factor 11 en el
modelo de trombosis venosa inducida con FeCls
Tratamiento Dosis en mg/kg % de inhibicién
Warfarina 0,5 0
1 0
2 1
3 5
4 8
5 11
ISIS 404071 1,25 0
5 8
5 62
10 78
20 92
40 96

Cuantificacién de la composicién plaquetaria

La cuantificacion por PCR en tiempo real del factor 4 plaquetario (PF-4) se utilizé para cuantificar las plaquetas en la
vena cava como una medida de la formacion de trombos. Los resultados se presentan como un porcentaje de PF-4
en ratones tratados con ISIS 404071 o warfarina, en comparacion con los dos grupos de control tratados con PBS.
Como se muestra en la Tabla 21, el tratamiento con ISIS 404071 dio como resultado una reduccion dependiente de
la dosis de PF-4 en comparacion con el control de PBS para dosis de 5 mg/kg y superiores. El tratamiento con
warfarina dio como resultado una reduccion de PF-4 en comparacion con el control de PBS para dosis de 2 mg/kg y
superiores. Por lo tanto, la reduccién del Factor 11 mediante los compuestos descritos en el presente documento es
util para inhibir la formacion de trombos y coagulos.

Tabla 21
Analisis de la formacion de trombos mediante
cuantificacion con PCR en tiempo real de PF-4 en el
modelo de trombosis venosa inducida con FeCls
Dosis en mg/kg PF -4
PBS—FeCl; 0
PBS+FeCls 100
Warfarina 0,5 128
1 124
2 80
3 21
4 12
5 33
ISIS 404071 1,25 143
5 120
5 95
10 21
20 37
40 20
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Ejemplo 12: Efecto in vivo de la inhibicién antisentido del factor 11 murino en comparaciéon con warfarina en
un ensayo de sangrado de la cola

Tratamiento

Se midi6é el sangrado de la cola para observar si el tratamiento con ISIS 404071 o warfarina causa hemorragia
interna en ratones. ISIS 404071 y warfarina (COUMADIN) se evaluaron en el ensayo de sangrado de la cola. Seis
grupos de ratones BALB/c se trataron con 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg o 40 mg/kg de ISIS
404071, administrados por via subcutanea dos veces a la semana durante 3 semanas. Se trataron 6 grupos
adicionales de ratones BALB/c con 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg y 5 mg/kg de warfarina,
administrados por via intraperitoneal diariamente durante 6 dias. Se traté un grupo de control separado de ratones
BALB/c con PBS, administrado por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas.

Ensayo de sangrado de la cola

Dos dias después del tratamiento final de ISIS 404071, warfarina o PBS, se introdujo a los ratones en una camara
de sangrado de la cola. Se anestesio a los ratones en la camara con isoflurano y se corté una pequefia porcion de
cola (aproximadamente a 4 mm de la punta) con tijeras estériles. El la cola cortada se colocé inmediatamente en un
tubo Falcon de 15 ml lleno con aproximadamente 10 ml de solucién tampoén de NaCl al 0,9 % calentada a 37 °C. La
sangre se recogio en el transcurso de 40 minutos. Los tubos llenos de solucién salina se pesaron antes y después
del sangrado. Los resultados se proporcionan en la Tabla 22.

El tratamiento con ISIS 404071 no afecté al sangrado en comparacion con los ratones tratados con PBS. Sin
embargo, la warfarina aumenté el sangrado en ratones en comparacién con el control con PBS. El aumento de las
dosis de warfarina se correlacioné positivamente con una mayor pérdida de sangre. Estos datos sugieren que el
potencial hemorragico de los compuestos descrito en el presente documento es bajo, especialmente en
comparacion con warfarina. Estos datos tomados con los resultados proporcionados en el ejemplo 11 sugieren que
la inhibicién del Factor 11 con los compuestos descritos en el presente documento es Util para proporcionar actividad
antitrombotica sin riesgo de hemorragia asociado.

Tabla 22
Ensayo de sangrado de cola en el modelo de
trombosis venosa inducida con FeCls
Tratamiento Dosis en mg/kg | Sangre (g)
PBS 0 0,01
Warfarina 0,5 0,07
1 0,35
2 0,39
3 0,51
4 0,52
5 0,76
ISIS 404071 1,25 0,00
5 0,00
5 0,03
10 0,00
20 0,06
40 0,03

Ejemplo 13: Efecto in vivo de la inhibiciéon antisentido del factor 11 murino en comparacion con warfarina
sobre PTy aPTT

Tratamiento

PT y aPTT se midieron usando PPP de ratones tratados con ISIS 404071 o warfarina. Seis grupos de ratones
BALB/c se trataron con 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg o 40 mg/kg de ISIS 404071,
administrados por via subcutanea dos veces a la semana durante 3 semanas. Se trataron 6 grupos adicionales de
ratones BALB/c con 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg y 5 mg/kg de warfarina, administrados por via
intraperitoneal diariamente durante 6 dias. En un grupo de control, se trataron los ratones BALB/c con PBS ,
administrado por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas. Dos dias después de administrar la
dosis final, se recogio PPP y se realizaron ensayos de PT y aPTT.

Ensayo de PT y aPTT
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Los valores de PT y aPTT proporcionados en la Tabla 16 se indican como valores del indice internacional
normalizado (INR). Los valores de INR para PT y aPTT se determinaron dividiendo el valor de PT o aPTT para cada
grupo experimental (es decir, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg y 50 mg/kg de tratamiento con ISIS 40407 1) mediante el
PT o aPTT para el grupo tratado con PBS. Esta relacién se elevé a la potencia del indice de Sensibilidad
Internacional (ISI) del factor tisular utilizado. Como se muestra en la Tabla 23, el PT en ratones tratados con
warfarina se prolonga significativamente en cada dosificacion. El aPTT en ratones tratados con warfarina se
prolongd, particularmente a dosis de 1 mg/kg y superiores. ISIS 404071 no afecté significativamente al PT, pero si
prolongé el aPTT; sin embargo, no tan significativamente como en los ratones tratados con warfarina. Estos datos
sugieren que ISIS 404071 afecta a la via de activacion de contacto, pero no a la via extrinseca de la coagulacion de
la sangre, mientras que la warfarina afecta tanto a la via de activaciéon de contacto como a la ruta extrinseca de la
coagulacién sanguinea.

Tabla 23

Efecto de ISIS 404071 y warfarina sobre PT y aPTT en ratones BALB/c
Tratamiento Dosis en mg/kg INR de PT INR de aPTT

Warfarina 0,5 1,41 1,10

1 2,03 1,31

2 2,77 1,54

3 22,76 2,90

4 6,74 2,18

5 9,20 2,29

ISIS 404071 1,25 0,99 0,98

5 1,01 1,03

5 1,07 1,09

10 1,08 1,29

20 1,09 1,32

40 0,98 1,64

Ejemplo 14: Efecto in vivo de la inhibicion antisentido del factor 11 murino en el modelo de trombosis
venosa (TV) inducida con FeCls en comparacion con apixaban

Tratamiento

ISIS 404071 y apixaban se evaluaron en el modelo de ratén de TV inducida por FeCls . Seis grupos de ratones
BALB/c se trataron con 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg o 40 mg/kg de ISIS 404071,
administrados por via subcutanea dos veces a la semana durante 3 semanas. Dos dias después de recibir la Ultima
dosis de ISIS 404071, se anestesio a los ratones con 150 mg/kg de ketamina mezclada con 10 mg/kg de xilazina
administrada por inyeccion intraperitoneal. Se trataron 6 grupos adicionales de ratones BALB/c con 0,5 mg/kg, 1
mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg y 5 mg/kg de apixaban administrados por via subcutanea una vez. Veinte minutos
después de recibir apixaban, se anestesio a los ratones con 150 mg/kg de ketamina mezclada con 10 mg/kg de
xilazina administrada por inyeccion intraperitoneal. Dos grupos de control de ratones BALB/c se trataron con PBS ,
administrado por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas. Dos dias después de la uUltima dosis de
PBS, se anestesio a los ratones de ambos grupos con 150 mg/kg de ketamina mezclada con 10 mg/kg de xilazina
administrada por inyeccion intraperitoneal. La formacion de trombos se indujo con FeClz en todos los ratones
excepto en el primer grupo de control.

En ratones sometidos tratamiento con a FeCls, se indujo la formacion de trombos aplicando un trozo de papel de
filtro (2 x 4 mm) presaturado con una solucion al 10 % de FeCls directamente en la vena cava. Después de 3 minutos
de exposicion, se retird el papel de filtro. Treinta minutos después de la aplicacién del papel de filtro, se disecé una
longitud fija de la vena que contenia el trombo para el analisis de plaquetas. Se extrajo el higado para el analisis de
ARN.

Analisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis de PCR en tiempo real del Factor 11. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicion del Factor 11, en relacion con el control con PBS. Como se muestra en la
Tabla 24, el tratamiento con ISIS 404071 dio como resultado una reduccion significativa dependiente de la dosis del
ARNm del Factor 11 en comparacion con el control con PBS. Por el contrario, el tratamiento con apixaban no
produjo una reduccion significativa del factor 11 en comparacion con el control de PBS.
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Tabla 24
Reduccién dependiente de la dosis del ARNm del Factor 11 en el modelo
de trombosis venosa inducida con FeCls;
Dosis en mg/kg % de inhibicién
Apixaban 0,5 5
2 8
5 12
10 2
20 0
ISIS 404071 1,25 15
2,5 44
5 63
10 76
25 91
50 95

Cuantificacién de la composicién plaquetaria

La cuantificacion por PCR en tiempo real del factor 4 plaquetario (PF-4) se utilizé para cuantificar las plaquetas en la
vena cava como una medida de la formacion de trombos. Como se muestra en la Tabla 24, el tratamiento con ISIS
404071 dio como resultado una reduccion de PF—4 comparacién con el control con PBS. .El tratamiento con
apixaban también produjo una reduccién de PF-4, en comparacion con el control de PBS. Los resultados se
presentan como un porcentaje de PF-4 en ratones tratados con ISIS 404071 o apixaban, en comparacion con los
dos grupos de control tratados con PBS.

Tabla 25
Analisis de la formacién de trombos mediante cuantificacion con PCR en
tiempo real de PF-4 en el modelo de trombosis venosa inducida con FeCls;
Tratamiento Dosis en mg/kg PF -4
PBS—FeCls; 0
PBS+FeCls 100
Apixaban 0,5 67
2 46
5 15
10 5
20 26
ISIS 404071 1,25 42
2,5 87
5 60
10 28
25 14
50 4

Ejemplo 15: Efecto in vivo de la inhibicion antisentido del factor 11 murino en comparaciéon con apixaban en
un ensayo de sangrado de la cola

Tratamiento

Se midi6é el sangrado de la cola para observar si el tratamiento con ISIS 404071 o warfarina causa hemorragia
interna en ratones. ISIS 404071 y apixaban wse evaluaron en el modelo de sangrado de la cola. Seis grupos de
ratones BALB/c se trataron con 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg o 40 mg/kg de ISIS 404071,
administrados por via subcutanea dos veces a la semana durante 3 semanas. Se trataron 6 grupos adicionales de
ratones BALB/c con 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg y 5 mg/kg de apixaban administrados en una
sola dosis subcutanea. Se traté un grupo de control separado de ratones BALB/c con PBS, administrado por via
subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas.

Ensayo de sangrado de la cola
Dos dias después del tratamiento final de I1SIS 404071, apixaban o PBS, se introdujo a los ratones en una camara
de sangrado de la cola. Se anestesié a los ratones en la camara y se corté una pequefia porcion de cola

(aproximadamente a 4 mm de la punta) con tijeras estériles. La cola cortada se colocé inmediatamente en un tubo
Falcon de 15 ml lleno con aproximadamente 10 ml de solucién tampon de NaCl al 0,9 % calentada a 37 °C. La
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sangre se recogio en el transcurso de 40 minutos. Los tubos llenos de solucién salina se pesaron antes y después
del sangrado.

Como se muestra en la Tabla 26, | tratamiento con ISIS 404071 no afecté al sangrado en comparacioén con los
ratones tratados con PBS. Sin embargo, apixaban aumentoé el sangrado en ratones en comparacion con el control
con PBS. El aumento de las dosis de apixaban se correlacioné positivamente con una mayor pérdida de sangre.
Estos datos sugieren que el potencial hemorragico de los compuestos descrito en el presente documento es bajo,
especialmente en comparacion con apixaban. Estos datos tomados con los resultados proporcionados en el ejemplo
14 sugieren que la inhibicion del Factor 11 con los compuestos descritos en el presente documento es util para
proporcionar actividad antitrombdtica sin riesgo de hemorragia asociado.

Tabla 26
Ensayo de sangrado de la cola en ratones BABL/c
mg/kg Sangre (g)
PBS 0 0,06
Apixaban 0,5 0,03
2 0,34
5 0,37
10 0,40
20 0,52
ISIS 404071 1,25 0,00
2,5 0,03
5 0,00
10 0,04
25 0,01
50 0,01

Ejemplo 16: Efecto ex vivo de la inhibicion antisentido del Factor 11 murino en combinacién con LOVENOX
Tratamiento

Tres grupos de ratones BALB/c se trataron con 10 mg/kg, 20 mg/kg, or 40 mg/kg de ISIS 404071, administrados por
via subcutanea dos veces a la semana durante 3 semanas. Un grupo control de raton se traté con PBS,
administrado dos veces por semana durante 3 semanas. Cinco dias después de la ultima dosis, se sacrificd a los
ratones y se recogio el plasma. La heparina de bajo peso molecular (LMW), LOVENOX, se administré al plasma ex
vivo a concentraciones variables de 0 pg/ml, 22,5 ug/ml, 5,0ug/ml, and 7,5ug/ml. Se midieron el PT y el aPTT 20
minutos después de que se administré LOVENOX.

Ensayo de PT y aPTT

Como se muestra en la Tabla 27, el tratamiento con LOVENOX aumenta el PT de una manera dependiente de la
dosis. El tratamiento con ISIS 404071 no aumenta significativamente el PT. El PT no se ve significativamente
afectado por el tratamiento con ISIS 404071. No hay evidencia de un efecto combinatorio en el PT en plasma tratado
con ISIS 404071 y LOVENOX.

Tabla 27
Efecto de la combinacioén de ISIS 404071 y LOVENOX sobre
PT INR en plasma murino
ISIS 404071 LOVENOX (mg/ml)
(mg/kg)

0 2,5 5,0 7,5
0 1,00 1,02 1,10 1,12
10 0,97 1,07 1,10 1,12
20 1,00 1,10 1,07 1,10
40 0,97 1,02 1,07 1,10

Como se muestra en la Tabla 28, el tratamiento con LOVENOX aumenta el aPTT de una manera dependiente de la
dosis. El tratamiento con ISIS 404071 también aumenta el aPTT de una manera dependiente de la dosis. Ademas, el
tratamiento combinado de ISIS 404071 y LOVENOX parece tener un efecto sinérgico sobre el aPTT.
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Tabla 28
Efecto de la combinacioén de ISIS 404071 y LOVENOX sobre aPTT
INR en plasma murino
ISIS 404071 LOVENOX (mg/ml)
mg/kg
0 2,5 5,0 7,5
0 1,00 1,53 2,10 2,70
10 1,14 1,76 2,39 3,20
20 1,28 1,95 2,83 3,65
40 1,52 2,66 n.d. 4,78
n.d.= sin datos

Ejemplo 17: Efecto in vivo de la inhibicion antisentido del factor 11 murino en combinacion con LOVENOX en
el modelo de trombosis venosa (TV) inducida con FeCls

Tratamiento

La combinacién de ISIS 404071 y LOVENOX se evaluaron en el modelo de ratéon de TV inducida por FeCls . Se
trataron cuatro grupos de ratones BALB/c con 15 mg/kg, 30 mg/kg, 45 mg/kg o 60 mg/kg de LOVENOX,
administrados por via subcutanea una vez al dia durante 3 dias. Se trataron 4 grupos adicionales de ratones BALB/c
con 20 mg/kg de ISIS 404071, administrados por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas.
Después de la ultima dosis de ISIS 404071, se trato a los ratones con 15 mg/kg, 30 mg/kg, 45 mg/kg o 60 mg/kg de
LOVENOX, administrados por via subcutanea una vez al dia durante 3 dias. Dos grupos de control de ratones
BALB/c se trataron con PBS , administrado por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas. La
formacion de trombos se indujo con FeCls en todos los ratones excepto en el primer grupo de control. Se anestesio a
todos los ratones con 150 mg/kg de ketamina mezclada con 10 mg/kg de oxilazina administrada por inyeccion
intraperitoneal.

En ratones sometidos tratamiento con a FeCls, se indujo la formacion de trombos aplicando un trozo de papel de
filtro (2 x 4 mm) presaturado con una solucion al 10 % de FeCls directamente en la vena cava. Después de 3 minutos
de exposicion, se retird el papel de filtro. Treinta minutos después de la aplicacién del papel de filtro, se disecé una
longitud fija de la vena que contenia el trombo para el analisis de plaquetas.

Cuantificacién de la composicién plaquetaria

La cuantificacion por PCR en tiempo real de PF-4 se utiliz6 para cuantificar las plaquetas en la vena cava como una
medida de la formacién de trombos. Como se muestra en la Tabla 29, el tratamiento con LOVENOX dio como
resultado una reduccién de PF—4 comparaciéon con el control con PBS. El tratamiento con LOVENOX en
combinacién con ISIS 404071 dio como resultado una mayor reduccién de PF-4 en comparacion con LOVENOX
solo.

Tabla 29
Analisis de la formacion de trombos mediante cuantificacion
con PCR en tiempo real de PF-4 en el modelo de trombosis
venosa inducida con FeCls
Tratamiento mg/kg PF -4
PBS—FeCl; 0
PBS+FeCls 100
LOVENOX 15 57
30 33
45 10
60 5
LOVENOX (+ ISIS 404071) 15 0
30 0
45 11
60 5

Ejemplo 18: Efecto ex vivo de la inhibiciéon antisentido del Factor 11 murino en combinacion con LOVENOX
sobre el sangrado

Tratamiento
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Se midié el sangrado de la cola para observar si el tratamiento con ISIS 404071 y LOVENOX causa hemorragia
interna en ratones. Se administré ISIS 404071 por via subcutanea a una dosis de 20 mg/kg dos veces por semana
durante 3 semanas a 4 grupos de ratones BALB/c, y se administr6 LOVENOX por via subcutanea en dosis variables
de 15 mg/kg, 30 mg/kg, 45 mg/kg y 60 mg/kg una vez al dia en los Ultimos tres dias del tratamiento con ISIS 404071.
En un quinto grupo, se administro ISIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c a una dosis de 20 mg/kg dos
veces a la semana durante 3 semanas. En un sexto grupo, se administr6 PBS por via subcutanea dos veces a la
semana durante tres semanas a ratones BALB/c, como control.

Ensayo de sangrado de la cola

Dos dias después de recibir su tratamiento final, los ratones se colocaron en una camara de sangrado de la cola. Se
anestesio a los ratones en la camara con isoflurano y se corté una pequefia porcion de cola (aproximadamente a 4
mm de la punta) con tijeras estériles. La cola cortada se coloc6 inmediatamente en un tubo Falcon de 15 ml lleno
con aproximadamente 10 ml de solucion tampoén de NaCl al 0,9 % calentada a 37 °C. La sangre se recogio6 en el
transcurso de 40 minutos. Los tubos llenos de solucion salina se pesaron antes y después del sangrado.

Como se muestra en la Tabla 30, LOVENOX aumento el sangrado en ratones en comparacion con los ratones
tratados con PBS. El aumento de las dosis de LOVENOX se correlacion6 positivamente con una mayor pérdida de
sangre. ISIS 404071 combinado con LOVENOX no aumenté significativamente el sangrado mas alla del aumento de
la pérdida de sangre que se muestra en los ratones tratados Unicamente con LOVENOX.

Tabla 30
Ensayo de sangrado de cola que compara LOVENOX y la combinacion de
LOVENOX e ISIS 404071
Dosis en mg/kg Sangre (g)
PBS 0,05
LOVENOX 15 0,11
30 0,20
45 0,27
60 0,47
LOVENOX (+ISIS 404071) 15 0,14
30 0,19
45 0,36
60 0,61

Ejemplo 19: Efecto ex vivo de la inhibiciéon antisentido del Factor 11 murino en combinacion con LOVENOX
sobre PTy aPTT

Tratamiento

PT y aPTT se midieron usando PPP de ratones tratados con ISIS 404071 en combinacién con LOVENOX. En la
primera cohorte, se administrd ISIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c a una dosis de 25 mg/kg dos
veces a la semana durante 3 semanas. Se recogio plasma de estos ratones 5 dias después de recibir la Ultima dosis
de ISIS 40407. En la segunda cohorte, se administr6 LOVENOX por via subcutanea a ratones BALB/c a una dosis
de 20 mg/kg una vez al dia durante tres dias. Se recogié plasma de estos ratones 4 horas después de recibir la
Ultima dosis de LOVENOX. En la tercera cohorte, se administré ISIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c a
una dosis de 20 mg/kg dos veces a la semana durante 3 semanas, y 2 dias después de recibir la ultima dosis de
ISIS 404071, se administr6 LOVENOX por via subcutanea a una dosis de 20 mg/kg una vez al dia. Se recogio
plasma de estos ratones 4 horas después de la ultima dosis de LOVENOX. En una cuarta cohorte, se administré
PBS por via subcutanea dos veces a la semana durante tres semanas, como control. Se recogié plasma de estos
ratones 5 dias después de la ultima dosis.

Ensayo de PT y aPTT

Los valores de PT y aPTT proporcionados en la Tabla 31 se indican como valores del indice internacional
normalizado (INR). Como se muestra en la Tabla 31, el PT no se ve significativamente afectado por el tratamiento
con ISIS 404071, LOVENOX o el tratamiento con ISIS 40471 combinado con LOVENOX. Estos datos sugieren que
no existe un efecto combinatorio en el PT por ISIS 404071 combinado con LOVENOX. También se muestra en la
Tabla 31, el tratamiento con LOVENOX y el tratamiento con ISIS 404071 combinado con LOVENOX aumentan el
aPTT. Estos datos sugieren que el tratamiento combinado de ISIS 404071 y LOVENOX tiene un efecto aditivo sobre
aPTT.
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Tabla 31
Efecto de la combinacién de ISIS 404071 y LOVENOX sobre PT y aPTT en plasma
murino
INR de PT INR de aPTT
ISIS 404071 0,95 1,31
LOVENOX 1,04 2,04
404071+LOVENOX 1,04 2,58

Ejemplo 20: Efecto ex vivo de la inhibicion antisentido del Factor 11 murino en combinaciéon con apixaban
sobre PTy aPTT

Tratamiento

PT y aPTT se midieron usando PPP de ratones tratados con ISIS 404071 en combinacién con apixaban. En la
primera cohorte, se administrd ISIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c a una dosis de 25 mg/kg dos
veces a la semana durante 3 semanas. Se recogié plasma de estos ratones 5 dias después de recibir la tltima dosis
de ISIS 40407. En la segunda cohorte, se administré apixaban por via subcutanea a ratones BALB/c a una dosis de
6 mg/kg dos veces al dia durante tres dias. Se recogié plasma de estos ratones 20 minutos después de recibir la
Ultima dosis de apixaban. En la tercera cohorte, se administré ISIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c a
una dosis de 20 mg/kg dos veces a la semana durante 3 semanas, y se administré apixaban por via subcutanea a
una dosis de 6 mg/kg dos veces al dia en los ultimos tres dias del tratamiento ISIS 404071. Se recogi6 plasma de
estos ratones 20 minutos después de recibir la Ultima dosis de apixaban. En una cuarta cohorte, se administré PBS
por via subcutanea dos veces a la semana durante tres semanas, como control. El plasma se recogié 5 dias
después de la ultima dosis de PBS.

Ensayo de PT y aPTT

Los valores de PT y aPTT proporcionados en la Tabla 32 se indican como valores del indice internacional
normalizado (INR). Como se muestra en la Tabla 32, el PT no se ve significativamente afectado por el tratamiento
con ISIS 404071. Sin embargo, apixaban y apixaban combinado con ISIS 404071 aumentaron el PT. También se
muestra en la Tabla 32, apixaban, I1SIS 404071 e ISIS 404071 combinados con apixaban aumentan el aPTT.

Tabla 32
Efecto de la combinacion de ISIS 404071 y Apixaban sobre PT y
aPTT en plasma murino
INR de PT INR de aPTT
ISIS 404071 0,95 1,31
Apixaban 3,25 1,44
40407 1+Apixaban 3,50 2,26

Ejemplo 21: Efecto ex vivo de la inhibicion antisentido del Factor 11 murino en combinaciéon con warfarina
sobre PTy aPTT

Tratamiento

PT y aPTT se midieron usando PPP de ratones tratados con ISIS 404071 en combinacion con warfarina. Dos grupos
de ratones BALB/c se trataron con 25 mg/kg o 50 mg/kg de ISIS 404071, administrados por via subcutanea dos
veces a la semana durante 3 semanas. Se recogié plasma de cada grupo 5 dias después de la ultima dosis. En un
tercer grupo, se tratd a los ratones BALB/con 2 mg/kg de warfarina una vez al dia durante 5 dias. El plasma se
recogio 6 horas después de la ultima dosis de warfarina. Se traté a dos grupos adicionales de ratones BALB/c con
25 mg/kg o 50 mg/kg de ISIS 404071, administrados por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas
y warfarina administrada por via subcutanea a una dosis de 2 mg/kg una vez al dia en el los ultimos 5 dias de
tratamiento con ISIS 404071. Se recolecté plasma de cada grupo 6 horas después del ultimo tratamiento con
warfarina. En un grupo final de ratones BALB/c, se administré PBS por via subcutanea dos veces a la semana
durante tres semanas como control. El plasma se recogio 5 dias después del ultimo tratamiento con PBS.

Ensayo de PT y aPTT

Los valores de PT y aPTT proporcionados en la Tabla 33 se indican como valores del indice internacional
normalizado (INR). Como se muestra en la Tabla 33, la PT no se ve afectada por el tratamiento con PBS o ISIS
404071 en ninguna de las dosificaciones. Sin embargo, el tratamiento con 2 mg/kg de warfarina, 25 mg/kg de ISIS
404071 en combinaciéon con 2 mg/kg de warfarina y 50 mg/kg de ISIS 404071 en combinaciéon con 2 mg/kg de
warfarina aumenta el PT. Estos datos sugieren que el tratamiento combinado de ISIS 404071 y warfarina tiene un
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efecto aditivo sobre el PT. También se muestra en la Tabla 33, el aPTT se ve afectado por el tratamiento con ISIS
404071 y warfarina. La combinacion de ISIS 404071 y warfarina muestra un aumento en el aPTT mayor que
cualquier farmaco solo. Estos datos sugieren que el tratamiento combinado de ISIS 404071 y warfarina tienne un
efecto sinérgico sobre aPTT.tiene un efecto aditivo sobre aPTT.

Tabla 33
Efecto de la combinacion de ISIS 404071 y warfarina sobre PT y aPTT en
plasma murino

Dosis en mg/kg INR de PT INR de aPTT
ISIS 404071 25 0,98 1,37
50 0,93 1,49
Warfarina 2 21,33 2,52
ISIS 404071 (+Warfarina) 25 25,77 4,45
50 36,33 4,75

Ejemplo 22: Efecto antitrombético in vivo de la inhibicion antisentido del factor 11 murino en la trombosis de
la vena mesentérica en ratones

Tratamiento

En una primera cohorte, se administré ISIS 404071 por via subcutanea a ratones C57BL/6 dos veces a la semana
durante tres semanas a una dosis de 50 mg/kg. En una segunda cohorte, se administré6 un oligonucleétido de
control, ISIS 405277 (A AGGACCTACACTATGGAAT, oligonucledtido antisentido para el Factor 2), incorporado En el
presente documento como SEQ ID NO: 12 por via subcutanea a ratones C57B1/6 dos veces por semana durante
tres semanas a una dosis de 50 mg/kg.

Preparacion de plaquetas

recolect6 sangre del plexo venoso retroorbital de ratones C57BL/6 virgenes mediante puncion y se recogio en tubos
de polipropileno que contenian 300 pl de heparina (30 U/ml). Se obtuvo plasma rico en plaquetas (PRP) por
centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min. Se obtuvo plasma rico en plaquetas (PRP) por centrifugacion a 1000 rpm
durante 5 min. El PRP se transfirié a tubos frescos que contenian 2 pl de prostaglandina Iz (IGP2) (2 pg/ml) y se
incubaron a 37 °C durante 5 min. Después de la centrifugacion a 2600 rpm, los sedimentos se resuspendieron en 1
ml de tampdn Tyrode-HEPES modificado (NaCl 137 mM, Na 0,3 mM;HPO,, KCI 2 mM, NaHCO 12 mMs;, HEPES 5
mM, glucosa 5 mM, BSA al 0,35 %, pH 7,2) que contiene 2 pl de IGP, y se incubaron a 37 ° C durante 5 min. El
sedimento suspendido se centrifugd a 2600 rpm durante 5 minutos. Para eliminar la IGP,, la etapa de lavado se
repitié6 dos veces y las plaquetas se marcaron fluorescentemente con calceina AM 2,5 pg/ml (Molecular Probes,
Eugene, OR) durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Microscopia intravital para la trombosis

Se inyect6 plaquetas marcadas fluorescentemente por via intravenosa en ratones C57BL/6 tratados con ISIS
404071 y tratados con oligonucleétidos control. Se anestesié a los ratones con avertina al 2,5 % y se realizé una
incision a través de la pared abdominal para exponer venas mesentéricas de 250-300 um de diametro y con una
velocidad de cizalladura de aproximadamente 150 s.!. El mesenterio expuesto se mantuvo himedo durante todo el
experimento mediante superfusion periédica con PBS calentado (37 ° C). El mesenterio se transluminé con una
fuente estabilizada de 12V, 100W, DC. Las venas se visualizaron usando un microscopio invertido Axiovert 135 de
Zeiss (Alemania) (Diana 32X) conectado a un grabador de video SVHS (AG-6730; Panasonic, Tokio, Japén) usando
una camara de video CCD (Hamamatsu Photonic Systems, Hamamatsu City, Japén). Velocidad de los eritrocitos en
la linea central (Vi) se midio utilizando un velocimetro Doppler éptico (Microcirculation Research Institute, Texas A
& M College of Medicine, College Station, TX). Velocidad de los eritrocitos en la linea central (Vi) se midio
utilizando un velocimetro Doppler éptico (Microcirculation Research Institute, Texas A & M College of Medicine,
College Station, TX). La velocidad de cizallamiento venular (1) se calculé con base en la Ley de Poiseuille para un
fluido newtoniano, T = 8 (Vmedia/RE\), donde D, es el diametro de la vénula y Vnedia S€ €stima a partir de la V
medida. utilizando la correlacion empirica Vimedia = Vrbe/1.6.

Resultados del analisis

La trombosis de la vena mesentérica se realizé6 dos dias después de la Ultima inyeccion de oligonucleétido
antisentido. Se indujo trombosis aplicando papel Whatman empapado en FeCl al 10 %3 solucion durante 5 minutos
en la vena mesentérica La vena se controlé durante 40 minutos o hasta la oclusién. Se observd el tiempo
transcurrido antes del primer trombo de 30-50 uym de diametro y el tiempo transcurrido antes de que la sangre dejara
de fluir durante 30 segundos.
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Se produjo formacién de trombos (30 pm de diametro) en ratones tratados con ISIS 404071 a 14,8 + 1,7 minutos. .
La formacion de trombos (30 um de diametro) se produjo en ratones control a 8,9 + 0,6 minutos. Los trombos
oclusivos se formaron en ratones control a los 19,3 + 0,8 minutos y todas las vénulas lesionadas se ocluyeron. Por el
contrario, la mayoria de las venas en ratones tratados con ISIS 404071 no se ocluyeron cuando la observacién se
terminé 40 minutos después de la lesiéon y aquellas venas que mostraban oclusion. La Unica vena que muestra
oclusion en los ratones tratados con ISIS 404071 ocluyd a los 29,5 minutos y se volvié a abrir después de 5 minutos,
antes del final del estudio.

Ejemplo 23: Antidoto-oligonucleétido sentido In vivo para la inhibiciéon de antisentido del factor 11 murino en
ratones BALB/c

Tratamiento

El efecto del oligonucleétido con sentido especifico para ISIS 404071 como antidoto se probd en ratones BALB/c. En
una primera cohorte, se administré I1SIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c dos veces a la semana
durante tres semanas a una dosis de 40 mg/kg. En una segunda cohorte, se administré ISIS 404057 por via
subcutanea a ratones BALB/c dos veces por semana durante tres semanas a una dosis de 40 mg/kg. El antidoto
especifico ISIS 404071, ISIS 418026 (CCTCTGAAAGTGGATTACCA, complementario a ISIS 404071), incorporado
en el presente documento como SEQ ID NO: 13, se administré6 a ambas cohortes por via subcutanea en una unica
inyeccion de 90 mg/kg 48 horas después del tratamiento final de I1SIS 404071 o 404057. En una tercera cohorte, se
administrd ISIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c dos veces a la semana durante tres semanas a una
dosis de 40 mg/kg. Después del ultimo tratamiento de ISIS 404071, se inyectd a los ratones por via subcutanea
PBS. En una cuarta cohorte, se administré I1SIS 404057 por via subcutanea a ratones BALB/c dos veces por semana
durante tres semanas a una dosis de 40 mg/kg. Después del ultimo tratamiento de ISIS 404057, se inyectd a los
ratones por via subcutanea PBS. Después de la administracion del antidoto, se sacrificé un grupo de 4 ratones de
cada cohorte a las 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 7 dias y 14 dias. Se extrajo el higado completo para el analisis de
ARN vy se recogié PPP para el analisis de aPTT.

Analisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis de PCR en tiempo real del Factor 11. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicion del Factor 11, en relacion con el control con PBS. Como se muestra en la
Tabla 34, los ratones tratados con ISIS 404071 sin antidoto mostraron una disminucion progresiva de la inhibicion
durante el periodo de observacion de 14 dias. Sin embargo, los ratones tratados con ISIS 404071 y antidoto
mostraron una disminucién acelerada de la inhibiciéon durante el periodo de observacién de 14 dias en comparacion
con los ratones que no recibieron antidoto. También se muestra en la Tabla 34, el tratamiento con ISIS 418026 no
tuvo ningun efecto sobre la inhibicion de la expresién del ARNm del Factor 11 en ratones tratados con ISIS 404057.

Tabla 34
Porcentaje de inhibicion del ARNm del factor 11 de ratén en comparacion con el control de
PBS
12 horas 1dias | 2dias | 3dias | 7 dias 14 dias
ISIS 404071 93 90 89 88 81 67
ISIS 404071 + ISIS 90 87 72 66 57 31
418026
ISIS 404057 n.d. n.d. n.d. 95 n.d. n.d.
ISIS 404057 + ISIS n.d. n.d. n.d. 97 n.d. n.d.
418026
n.d.= no data

Ensayo de aPTT

Como se muestra en la Tabla 35, los ratones tratados con ISIS 404071 y antidoto (ISIS 418026) mostraron una
disminucion progresiva de aPTT durante el periodo de observacion de 14 dias en comparacién con los ratones
tratados con ISIS 404071 sin antidoto.

Tabla 35
Efecto del tratamiento antidoto sobre el aPTT INR

12 horas | 1 dias | 2dias | 3dias | 7 dias | 14 dias
ISIS 404071 1,51 1,30 1,35 1,27 1,18 1,05
ISIS 404071 + ISIS 1,45 1,23 1,16 1,15 1,10 0,95
418026
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Ejemplo 24: Antidoto-proteina del factor 7a In vivo para la inhibicion de antisentido del factor 11 murino en
ratones BALB/c

Tratamiento

El efecto de la proteina humana Factor 7a (Factor Vlla) como antidoto para ISIS 404071 se probd en ratones
BALB/c. Se trataron dos grupos experimentales de ratones BALB/c con 20 mg/kg de ISIS 404071, administrados por
via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas. Dos grupos de control de ratones BALB/c se trataron con
PBS , administrado por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas. La formacién de trombos se
indujo con FeCls en todos los ratones excepto en el primer grupo de control. Quince minutos antes del tratamiento
con FeCls, el primer grupo experimental se traté con 5 pg/kg de antidoto de proteina factor 7a humano (producto n°
407act, American Diagnostica Inc.). Dos dias después de su ultima dosis, se anestesio a los ratones con 150 mg/kg
de ketamina mezclada con 10 mg/kg de xilazina administrada por inyeccion intraperitoneal.

En ratones sometidos tratamiento con a FeCls, se indujo la formacion de trombos aplicando un trozo de papel de
filtro (2 x 4 mm) presaturado con una solucion al 10 % de FeCls directamente en la vena cava. Después de 3 minutos
de exposicion, se retird el papel de filtro. Treinta minutos después de la aplicacién del papel de filtro, se disecé una
longitud fija de la vena que contenia el trombo para el analisis de plaquetas.

Cuantificacién de la composicion plaquetaria

La cuantificacion por PCR en tiempo real del factor 4 plaquetario (PF-4) se utilizé para cuantificar las plaquetas en la
vena cava como una medida de la formacién de trombos. Los resultados se presentan como un porcentaje de PF-4
en ratones tratados y no tratados con antidoto PF-4, en comparacion con los dos grupos de control tratados con
PBS. . Como se muestra en la Tabla 36, los animales tratados con antidoto de proteina factor 7a humano
expresaron mas PF-4 en comparacion con los animales tratados con ISIS 404071 solo. Estos datos indican que el
Factor 7a humano tiene éxito en el rescate del efecto de la inhibicion de oligonucledtidos antisentido.

Tabla 36
Analisis de la formacion de trombos mediante
cuantificacion con PCR en tiempo real de PF-4 en el
modelo de trombosis venosa inducida con FeCls

Tratamiento PF -4
PBS—FeCl; 0
PBS+FeCls 100
ISIS 404071 18
ISIS 404071+hFV7a 68

Ejemplo 25: Inhibicion antisentido in vivo del factor 11 murino en el modelo de hemorragia intracerebral
inducida por colagenasa

Tratamiento

ISIS 404071 and warfarin (COUMADIN) were examined in the collegenase—induced intracerebral hemorrhage model.
En una primera cohorte, se administré I1SIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c dos veces a la semana
durante tres semanas a una dosis de 40 mg/kg. En una segunda cohorte, se administré warfarina por via
subcutanea a ratones BALB/c dos veces por semana durante tres semanas a una dosis de 2 mg/kg. En una tercera
cohorte, antidoto especifico ISIS 11, ISIS 8 (CCTCTGAAAGTGGATTACCA, complementario a ISIS 404071),
incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 14) se administré por via subcutanea a ratones BALB/c
dos veces a la semana durante dos semanas a una dosis de 40 mg/kg. En una cuarta cohorte, se administréo PBS a
ratones BALB/c dos veces a la semana durante dos semanas..

Dos dias después de recibir su dosis final, todos los ratones en todas las cohortes fueron anestesiados con 5 ug/g
de Avertin. ontinuacion, los ratones se inyectaron a -1 mm AP, 1 mm R ML, -4 mm DV del bregma plano craneo con
una jeringa Hamilton 10 | que contenia 0.075 U colagenasa (150 U/ml).. Se administré clagenasa durante 5 minutos
y la aguja se mantuvo en su lugar para 5 minutos adicionales para prevenir el reflujo. Se administraron dos dosis de
PLAVIX a los ratones el primer dia y se administré una dosis de PLAVIX el dia dos, dos horas antes de la cirugia.

La Tabla 37 presenta el volumen de hemorragia detectado en ratones después del tratamiento con colagenasa, la
Tabla 38 presenta la puntuacion de déficit neurolégico de los ratones, y la Tabla 39 presenta la tasa de mortalidad
de los ratones. El déficit neurolégico se mide mediante un sistema de puntaje estandar en el que ninguna deficiencia
es cero y el déficit severo es cinco. Colectivamente, los datos sugieren que ISIS 404071 no tuvo un efecto
significativo sobre el tamafio hemorragico, el puntaje de déficit neurolégico o la mortalidad de los ratones. Por lo
tanto, el riesgo de hemorragia intracerebral (un factor de riesgo para individuos tratados con warfarina) se reduce
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significativamente en ratones tratados con ISIS 404071 en comparacion con ratones tratados con warfarina.

Tabla 37
Volumen hemorragico después del tratamiento con
colagenasa
Volumen (mm?3)
PBS 51
ISIS 421208 41
ISIS 404071 38
Tabla 38
Puntuacion del déficit neurolégico después del
tratamiento con colagenasa
Score
PBS 24
ISIS 421208 2,0
ISIS 404071 3,8
Tabla 39
Mortalidad después del tratamiento con colagenasa
% Mortalidad
PBS 0
ISIS 421208 0
ISIS 404071 20
Warfarina 80

Ejemplo 26: Efecto in vivo de la inhibicion antisentido del factor 11 murino en combinaciéon con PLAVIX en el
modelo de trombosis venosa (TV) inducida con FeCls

Tratamiento

La combinacién de ISIS 404071 y LOVENOX se evaluaron en el modelo de raton de TV inducida por FeCls . La
combinacioén de ISIS 404071 y PLAVIX se evalud en el FeCls modelo de ratén inducido VT. Cuatro grupos de ocho
ratones BALB/c, que pesaban aproximadamente 25 g cada uno, se trataron con 6,25 mg/kg, 12,50 mg/kg, 25,00
mg/kg o 50,00 mg/kg de PLAVIX. Los ratones recibieron dos dosis de PLAVIX el primer dia y una dosis de PLAVIX
el dia dos, dos horas antes de la cirugia.

Se trataron 4 grupos adicionales de ratones BALB/c con aproximadamente 25 g cada uno, 20 mg/kg de ISIS 404071,
administrados por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas. Después de la ultima dosis de ISIS
404071, se traté a los ratones con 6,25 mg/kg, 12,50 mg/kg, 25,00 mg/kg o 50,00 mg/kg de LOVENOX,
administrados PLAVIX-. Los ratones recibieron dos dosis de PLAVIX el primer dia y una dosis de PLAVIX el dia dos,
dos horas antes de la cirugia.

Two control groups of eight BALB/c mice, weighing approximately 25 g each, were not treated with ISIS 404071 or
PLAVIX. Se trataron dos grupos adicionales de ratones BALB/c con aproximadamente 25 g cada uno, 20 mg/kg de
ISIS 404071, administrados por via subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas, pero no se trataron con
PLAVIX. La formacién de trombos se indujo con FeCls en todos los ratones excepto en el primer o y tercer grupo de
control. Se anestesié a todos los ratones con 150 mg/kg de ketamina mezclada con 10 mg/kg de oxilazina
administrada por inyeccion intraperitoneal.

En ratones sometidos tratamiento con a FeCls, se indujo la formacion de trombos aplicando un trozo de papel de
filtro (2 x 4 mm) presaturado con una solucion al 16 % de FeCls directamente en la vena cava inferior. Después de 3
minutos de exposicion, se retird el papel de filtro. Treinta minutos después de la aplicaciéon del papel de filtro, se
diseco una longitud fija de la vena que contenia el trombo para el analisis de plaquetas.

Cuantificacién de la composicién plaquetaria

La cuantificacion por PCR en tiempo real de PF-4 se utiliz6 para cuantificar las plaquetas en la vena cava como una
medida de la formacion de trombos. Como se muestra en la Tabla 40, el tratamiento con PLAVIX dio como resultado
una reduccion de PF—4 comparacion con el control con PBS. El tratamiento con PLAVIXn combinacién con ISIS
404071 dio como resultado una mayor reduccién de PF-4 en comparacion con PLAVIX solo. Por lo tanto, la
combinacién de terapia antiplaquetaria con Factor 11 ASO aumenta la actividad antitrombética. Los datos se
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presentan como porcentaje del ARNm de PF-4 en comparacion con el PBS + FeCls controlar.

Tabla 40
Analisis de la formacién de trombos mediante cuantificacion con PCR
en tiempo real de PF-4 en el modelo de trombosis venosa inducida
con FeCl;
Tratamiento ISIS 404071 mg/kg | PLAVIX mg/kg | PF -4
PBS—FeCls; 0 0 29
PBS+ FeCl; 0 0 100
Solo PLAVIX 0 6,25 59
0 12,50 37
0 25,00 30
0 50,00 30
ISIS 404071— 20 0 27
FeCI3
ISIS 20 0 40
404071+FeCls
PLAVIX (+ ISIS 20 6,25 35
404071)
20 12,50 38
20 25,00 25
20 50,00 35

Ejemplo 27: Efecto in vivo de la inhibiciéon antisentido del factor 11 murino en combinacién con PLAVIX
sobre el sangrado

Tratamiento

Se midio la hemorragia de cola para observar si el tratamiento con ISIS 404071 en combinacién con PLAVIX causa
un aumento en la tendencia al sangrado. ISIS 404071 se administré por via subcutanea a una dosis de 20 mg/kg
dos veces por semana durante 3 semanas a 5 grupos de ocho ratones BALB/c. Después de la tltima dosis de ISIS
404071, los ratones se trataron con 0 mg/kg, 6,25 mg/kg, 12,50 mg/kg, 25,00 mg/kg o 50,00 mg/kg de PLAVIX. Se
administraron dos dosis de PLAVIX a los ratones el primer dia y se administré una dosis de PLAVIX el dia dos, dos
horas antes del sangrado.

Se trataron de forma similar 5 grupos adicionales de 8 ratones BABL/c, excepto que no recibieron inyecciones ISIS
404071.

Ensayo de sangrado de la cola

Dos horas después de recibir su tratamiento final, los ratones se colocaron en una camara de sangrado de la cola.
Se anestesio a los ratones en la camara con isoflurano y se corté una pequefia porcion de cola (aproximadamente a
4 mm de la punta) con tijeras estériles. El corte de la cola se colocé inmediatamente en un tubo Falcon de 15 ml
lleno con aproximadamente 10 ml de solucion tampon de NaCl al 0,9 % calentada a 37 °C. La sangre se recogio en
el transcurso de 40 minutos. Los tubos llenos de solucién salina se pesaron antes y después del sangrado.

Tomados con los resultados del Ejemplo 26, estos datos muestran que la combinacién de terapia antiplaquetaria con
Factor 11 ASO aumenta la actividad antitrombética sin aumentar el riesgo de sangrado.

Tabla 41
Ensayo de sangrado de cola que compara PLAVIX y la combinaciéon de PLAVIX
e ISIS 404071
Tratamiento ISIS 404071 mg/kg | PLAVIX mg/kg Sangre (g)
sin tratamiento 0 0 0,040
Solo PLAVIX 0 6,25 mg/kg 0,075
0 12,50 mg/kg 0,205
0 25,00 mg/kg 0,524
0 50,00 mg/kg 0,628
Solo ISIS 404071 20 mg/kg 0 0
PLAVIX (+ ISIS 404071) 20 mg/kg 6,25 mg/kg 0,065
20 mg/kg 12,50 mg/kg 0,300
20 mg/kg 25,00 mg/kg 0,401
20 mg/kg 50,00 mg/kg 0,577
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Example 28: Efecto in vivo de un inhibidor de molécula pequena del Factor Xa en combinaciéon con PLAVIX
en el sangrado

Tratamiento

Se midié el sangrado de la cola para observar si el tratamiento con una molécula pequefia del Factor 10a en
combinacion con PLAVIX causa un aumento en la tendencia al sangrado. Se trataron cinco grupos de ocho ratones
BALB/c con 0 mg/kg, 6,25 mg/kg, 12,50 mg/kg, 25,00 mg/kg o 50,00 mg/kg de PLAVIX. Los ratones recibieron dos
dosis de PLAVIX el primer dia y una dosis de PLAVIX el dia dos, dos horas antes del sangrado.

Se trataron cinco grupos adicionales de ocho ratones BALB/c con 0 mg/kg, 6,25 mg/kg, 12,50 mg/kg, 25,00 mg/kg o
50,00 mg/kg de PLAVIX. Los ratones recibieron dos dosis de PLAVIX el primer dia y una dosis de PLAVIX el dia
dos, dos horas antes del sangrado. Estos ratones también se trataron con 0,5 mg/kg de Apixaban, un inhibidor del
factor 10a de molécula pequefia, por via intraperitoneal, una vez, 20 minutos antes del sangrado.

Ensayo de sangrado de la cola

Dos horas después de recibir su tratamiento final, los ratones se colocaron en una camara de sangrado de la cola.
Se anestesio a los ratones en la camara con isoflurano y se corté una pequefia porcion de cola (aproximadamente a
4 mm de la punta) con tijeras estériles. El corte de la cola se colocé inmediatamente en un tubo Falcon de 15 ml
lleno con aproximadamente 10 ml de solucion tampon de NaCl al 0,9 % calentada a 37 °C. La sangre se recogio en
el transcurso de 40 minutos. Los tubos llenos de solucién salina se pesaron antes y después del sangrado.

Como se muestra a continuacion en la Tabla 42, estos datos muestran que la combinacion de terapia antiplaquetaria
con un inhibidor del factor 10a de molécula pequefia, como Apixaban, aumenta el riesgo de hemorragia. Por lo tanto,
el tratamiento con la combinacion de terapia antiplaquetaria con Factor 11 ASO proporciona un mejor perfil de
seguridad en comparacion con el perfil de seguridad de una combinacion de terapia antiplaquetaria con un inhibidor
de factor 10a de molécula pequena.

Tabla 42
Ensayo de sangrado de cola que compara PLAVIX, Apixaban y la combinacién de
PLAVIX y Apixaban
Tratamiento Apixaban mg/kg PLAVIX mg/kg Sangre (g)

sin tratamiento 0 0 0,002
Solo PLAVIX 0 6,25 mg/kg 0,061
0 12,50 mg/kg 0,149
0 25,00 mg/kg 0,246
0 50,00 mg/kg 0,258
Solo apixaban 0,5 mg/kg 0 0,004
PLAVIX (+ Apixaban) 0,5 mg/kg 6,25 mg/kg 0,258
0,5 mg/kg 12,50 mg/kg 0,252
0,5 mg/kg 25,00 mg/kg 0,361
0,5 mg/kg 50,00 mg/kg 0,363

Ejemplo 29: curso de tiempo de /a reduccion mediada por antisentido in vivo del Factor 11 murino y la
correspondiente anticoagulacion en sangre

Tratamiento

Se observé el curso temporal de la reduccién mediada por antisentido del ARNm de Factor 11 murino en ratones
BALB/c. Se administré una dosis de 50 mg/kg de ISIS 404071 por via subcutanea a ratones BALB/c. Después de la
administracion de ISIS 404071, se sacrificaron los ratones a las 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 7 dias, 14
dias, 28 dias y 56 dias. Se recogié higado completo para el analisis de ARN y se recogié PPP para el analisis de
aPTT. Un grupo control de ratones se traté con una dosis subcutanea de PBS.

Analisis de ARN

Se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis de PCR en tiempo real del Factor 11. Los resultados se
presentan en relacion con el control con PBS. Los ratones recuperaron la expresion completa del ARNm del Factor
11 el dia 28 y los resultados del dia 56 indican que el ARNm del Factor se mantuvo en niveles previos al tratamiento
Por lo tanto, los ratones tratados con ISIS 404071 no experimentaron un efecto de rebote.

El efecto de rebote se ha observado previamente en la reduccién del Factor 11 mediada por anticuerpos (Blood,

First Edition Paper, publicado en linea el 22 de octubre de 2008; Prevencion de la oclusion del injerto vascular y la
generacion de trombina asociada al trombo por inhibicién del factor Xl). Debido a que la sobreexpresion de Factor 11
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puede ser perjudicial al conducir a una coagulaciéon aumentada, estos datos sugieren que la inhibicién mediada por
antisentido del Factor 11 es mas segura que la inhibicion mediada por anticuerpos del Factor 11 ya que la inhibicién
mediada por antisentido del Factor 11 no rebota.

Ensayo de aPTT

Los valores de aPTT proporcionados en la Tabla 43 se indican como valores del indice internacional normalizado
(INR). Los valores de INR para aPTT se determinaron dividiendo el valor de aPTT para los ratones tratados con ISIS
404071 por el aPTT para el grupo tratado con PBS. Esta relacion se elevo a la potencia del indice de Sensibilidad
Internacional (I1S1) del factor tisular utilizado. Como se muestra en la Tabla 43, los ratones tratados con ISIS 404071
mostraron una disminucién progresiva de aPTT hasta el dia 4 y luego un aumento progresivo hasta los niveles de
pretratamiento desde el dia 7 hasta el dia 28.

Tabla 43
Efecto del tratamiento I1SIS 404071 sobre el aPTT INR
12 horas | Dia1 | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia7 | Dia 14 | Dia 28 | Dia 56
ISIS 0 1,02 | 1,12 | 1,29 | 1,30 | 1,25 1,11 1,02 0
404071
* los valores en la Tabla 43 son aproximados

Ejemplo 30: Inhibicion antisentido del Factor 11 humano en células HepG2 por oligonucleétidos disefiados
por microwalk

Se disefiaron gapmeros adicionales basados en ISIS 416850 e ISIS 416858 (ver la Tabla 8 anterior). Estos
gapmeros se desplazaron ligeramente aguas arriba y aguas abajo (es decir, "microwalk") de ISIS 416850 e ISIS
416858. Los gapmeros de microwalk se disefiaron con motivos 5-8-5 MOE o 6-8-6 MOE.

Estos gapmeros microwalk fueron probados in vitro. Las células HepG2 cultivadas a una densidad de 20.000 células
por pocillo se transfectaron usando electroporacion con oligonucleétido antisentido 8,000 nM. Después de un
periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de ARNm del Factor
11 se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de
acuerdo con el contenido total de ARN, segun lo medido por RIBOGREEN. Los resultados se presentan como
porcentaje de inhibicion del Factor 11, con respecto a las células de control no tratadas.

ISIS 416850 € ISIS 416858, asi como los gapmeros seleccionados de las tablas 1y 8 (es decir, ISIS 412206, ISIS
412223, ISIS 412224, ISIS 412225, ISIS 413481, ISIS 413482, ISIS 416825, ISIS 416848, ISIS 416849, ISIS
416850, ISIS 416851, ISIS 416852, ISIS 416853, ISIS 416854, ISIS 416855, ISIS 416856, ISIS 416857, ISIS
416858, ISIS 416859, ISIS 416860, ISIS 416861, ISIS 416862, ISIS 416863, ISIS 416864, ISIS 416865, ISIS 416866
e ISIS 416867 ) fueron reexaminados in vitro junto con los gapmeros de microwalk en las mismas condiciones que
se describieron anteriormente.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos en la Tabla 44 se disefiaron como 5-10-5 MOE, 5-8-5 y 6-8-6 gapers
MOE. Los dos primeros gapmeros listados en la Tabla 44 son los gapmeros originales (ISIS 416850 e ISIS 416858)
a partir de los cuales ISIS 445493-445543 se disefharon a través de microwalk, y se designan con un asterisco. Los
gapmeros 5-10-5 tienen una longitud de 20 nucledtidos, en los que el segmento separador central esta compuesto
por diez 2'-desoxinucleétidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5’y 3') por alas que comprenden
cinco nucledtidos cada una. Los gapmeros 5-8-5 tienen una longitud de 18 nucleétidos, en los que el segmento
separador central estd compuesto por ocho 2'-desoxinucledtidos y estda flanqueado en ambos lados (en las
direcciones 5’y 3') por alas que comprenden cinco nucleétidos cada una. Los gapmeros 6-8-6 tienen una longitud de
20 nucleotidos, en los que el segmento separador central esta compuesto por ocho 2'-desoxinucledtidos y esta
flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5’y 3') por alas que comprenden seis nucleétidos cada una. Para
cada uno de los motivos (5-10-5, 5-8-5 y 6-8-6), cada nucledétido en el segmento de ala en 5’ y cada nucleétido en el
segmento de ala 3' tiene una modificacion de 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. El "sitio
de inicio de diana humano" indica el nucleétido 5'-mas al que se dirige el gapmer en la secuencia humana. El "sitio
de parada del diana humano" indica el nucledtido mas 3’al que se dirige el gapmer en la secuencia humana. Cada
gapmer enumerado en la Tabla 44 esta dirigido a SEQ ID NO: 1 (GENBANK Accession No. NM_000128.3). Cada
gapmer es la Tabla 44 también es totalmente reactivo de forma cruzada con la secuencia del gen del factor 11 del
mono rhesus, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 274 (exones 1-15 GENBANK N° de registro
NW_001118167.1). El 'sitio de inicio del mono Rhesus' indica el nucleétido 5’mas al que se dirige el gapmer en la
secuencia del mono rhesus. El 'sitio de parada del mono Rhesus' indica el nucleétido 3'mas al que se dirige el
gapmer a la secuencia del mono rhesus.

Como se muestra en la Tabla 44, todos los gapmeros disefiados para microondas dirigidos a la regiéon diana que
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comienza en el sitio de inicio 1275 diana y termina en el sitio de detencién diana 1317 (es decir, bases nucleotidicas
1275-1317) de SEQ ID NO: 1 exhibieron al menos 60 % inhibicion del ARNm del Factor 11. De manera similar, todos
los gapmeros re-evaluados de las Tablas 1y 8 exhibieron al menos 60 % de inhibicion.

Varios de los gapmeros exhiben al menos 70 % de inhibicidn, incluyendo ndmeros ISIS: ISIS 412206, 412224,
412225, 413481, 413482, 416825, 416848, 416849, 416850, 416851, 416852, 416853, 416854, 416855, 416856,
416857, 416858, 416859, 416860, 416861, 416862, 416863, 416864, 416865, 416866, 416867, 445494, 445495,
445496, 445497, 445498, 445499, 445500, 445501, 445502, 445503, 445504, 445505, 445506, 445507, 445508,
445509, 445510, 445511, 445512, 445513, 445514, 445515, 445516, 445517, 445518, 445519, 445520, 445521,
445522, 445523, 445524, 445525, 445526, 445527, 445528, 445529, 445530, 445531, 445532, 445533, 445534,
445535, 445536, 445537, 455538, 445539, 445540, 445541, 445542, y 445543,

Varios de los gapmeros exhiben al menos 80 % de inhibicidn, incluyendo ndmeros ISIS: ISIS 412206, 412224,
412225, 413481, 413482, 416825, 416848, 416849, 416850, 416851, 416852, 416853, 416854, 416855, 416856,
416857, 416858, 416859, 416860, 416861, 416862, 416863, 416864, 416865, 416866, 416867, 445494, 445495,
445496, 445497, 445498, 445500, 445501, 445502, 445503, 445504, 445505, 445506, 445507, 445508, 445509,
445510, 445513, 445514, 445519, 445520, 445521, 445522, 445525, 445526, 445529, 445530, 445531, 445532,
445533, 445534, 445535, 445536, 455538, 445541, y 445542,

Varios de los gapmeros exhiben al menos 90 % de inhibicidn, incluyendo ndmeros ISIS: ISIS 412206, 416825,
416850, 416857, 416858, 416861, 445522 y 445531.

Tabla 44
Inhibicion de los niveles de ARNm del Factor 11 humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos
dirigidos a las bases nucleotidicas 1018 a 1042 de la SEC ID N°: 1 (N.° de acceso en GENBANK
NM_000128.3) 1 (n.° de acceso en GENBANK NM_000128,3).
N° ISIS | Sitiode | Sitio de Secuencia Porcentaje | Motivo | SEC |  Sitio Sitio de
inicio |terminacion (5'a3) de N° de terminacion
humano| humano inhibicion ID | inicio en mono
en rhesus
mono
rhesus
*416850| 1278 1297 TGCACAGTTT 91 5-10-| 215 | 1277 1296
CTGGCAGGCC S
*416858| 1288 1307 ACGGCATTGG 90 5-10-| 223 | 1287 1306
TGCACAGTTT S
416825 | 680 699 OCCCTTCATGT 90 5-10-| 190 | 679 698
CTAGGTCCA S
412206 | 738 757 CCGTGCATCTT 91 5-10-| 34 737 756
TCTTGGCAT S
412223 | 1275 1294 ACAGTTTCTG 62 5-10-| 51 | 1274 1293
GCAGGCCTCG S
445493 | 1275 1294 ACAGTTTCTG 69 6-8-6| 51 | 1274 1293
GCAGGCCTCG
445518 | 1275 1292 AGTTTCTGGC 75 5-8-5|242 | 1274 1291
AGGCCTICG
416848 | 1276 1295 CACAGTTTCT 87 5-10-| 213 | 1275 1294
GGCAGGCCTC S
445494 | 1276 1295 CACAGTTTCT 85 6-8-6|213 | 1275 1294
GGCAGGCCTC
445519 | 1276 1293 CAGTTTCTGG 81 5-8-5|243 | 1275 1292
CAGGCCTC
416849 | 1277 1296 GCACAQGTTTC 88 5-10-| 214 | 1276 1295
TGGCAGGCCT S
445495 | 1277 1296 GCACAGTTTC 89 6-8-6|214 | 1276 1295
TGGCAGGCCT
445520 | 1277 1294 ACAGTTTCTG 82 5-8-5|244 | 1276 1293
GCAGGCCT
445496 | 1278 1297 TGCACAGTTT 87 6-8-6| 215 | 1277 1296
CTGGCAGGCC
445521 | 1278 1295 CACAQTTTCT 87 5-8-5|245 | 1277 1294
GGCAGGCC
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(continua)

416851 1279 1298 GTGCACAGTT | 89 5-10-5 216 1278 1297
TCTGGCAGGC

445497 1279 1298 GTGCACAGTT | 81 6-8-6 216 1278 1297
TCTGGCAGGC

445522 1279 1296 | GCACAGTTTC | 91 5-8-5 246 1278 1295
TGGCAGGC

413481 1280 1299 | GGTGCACAGT | 82 5-10-5 114 1279 1298
TICTGGCAGG

445498 1280 1299 | GGTGCACAGT | 83 6-8-6 114 1279 1298
TICTGGCAGG

445523 1280 1297 TGCACAGTTT | 73 5-8-5 267 1279 1296
CTGGCAGG

416852 1281 1300 | TGGTGCACAG | 87 5-10-5 217 1280 1299
TTTCTGGCAG

445499 1281 1300 | TGGTGCACAG | 75 6-8-6 217 1280 1299
TTTCTGGCAG

445524 1281 1298 | GTGCACAGTT | 75 5-8-5 247 1280 1297
TCTGGCAG

416853 1282 1301 TTGGTGCACA | 84 5-10-5 218 1281 1300
GITTCTGGCA

445500 1282 1301 TTGGTGCACA | 81 6-8-6 218 1281 1300
GTTTCTGGCA

445525 1282 1299 | GGTGCACAGT | 85 5-8-5 248 1281 1298
TTCTIGGCA

416854 1283 1302 | ATTGGQTGCAC | 86 5-10-5 219 1282 1301
AGTTTCTGGC

445501 1283 1302 | ATTGGTGCAC | 83 6-8-6 219 1282 1301
AGTTTCTGGC

445526 1283 1300 | TGGTGCACAG | 81 5-8-5 249 1282 1299
TTTCIGGC

416855 1284 1303 | CATTGGTGCA | 85 5-10-5 220 1283 1302
CAGTTTCTGG

445502 1284 1303 | CATTGGTGCA | 83 6-8-6 220 1283 1302
CAGTTTCTGG

445527 1284 1301 TTGGTGCACA | 70 5-8-5 250 1283 1300
GTTTICTGG

412224 1285 1304 | GCATTGGTGC | 84 5-10-5 52 1284 1303
ACAGTTTICTIG

445503 1285 1304 | GCATTGGTGC | 89 6-8-6 52 1284 1303
ACAGTTTICTIG

445528 1285 1302 | ATTGGTGCAC | 73 5-8-5 251 1284 1301
AGTTTCTG

416856 1286 1305 | GGCATTGGTG | 84 5-10-5 221 1285 1304
CACAGTTTCT

445504 1286 1305 | GGCATTGGTG | 87 6-8-6 221 1285 1304
CACAGTTTCT

445529 1286 1303 | CATTGGTGCA | 85 5-8-5 252 1285 1302
CAGTTTCT

416857 1287 1306 | CGGCATTGGT | 91 5-10-5 222 1286 1305
GCACAGTTTC

445505 1287 1306 | CGGCATTGGT | 89 6-8-6 222 1286 1305
GCACAGTTTC

445530 1287 1304 | GCATTGGTGC | 83 5-8-5 253 1286 1303
ACAGTTIC

445506 1288 1307 | ACGGCATTGG | 86 6-8-6 223 1287 1306
TGCACAGTTT
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(continua)

445531 1288 1305 | GGCATTGGTG | 90 5-8-5 254 1287 1304
CACAGTTT

416859 1289 1308 | GACGGCATTG | 85 5-10-5 224 1288 1307
GTGCACAGTT

445507 1289 1308 | GACGGCATTG | 85 6-8-6 224 1288 1307
GTGCACAGTT

445532 1289 1306 | CGGCATTGGT | 89 5-8-5 255 1288 1305
GCACAGTT

413482 1290 1309 | GGACGGCATT | 88 5-10-5 115 1289 1308
GGTGCACAGT

445508 1290 1309 | GGACGGCATT | 81 6-8-6 115 1289 1308
GGTGCACAGT

445533 1290 1307 | ACGGCATTGG | 87 5-8-5 256 1289 1306
TGCACAGT

416860 1291 1310 | CGGACGGCAT | 89 5-10-5 225 1290 1309
TGGTGCACAG

445509 1291 1310 | CGGACGGCAT | 84 6-8-6 225 1290 1309
TGGTGCACAG

445534 1291 1308 | GACGGCATTG | 82 5-8-5 257 1290 1307
GTGCACAG

416861 1292 1311 | GCGGACGGCA | 90 5-10-5 226 1291 1310
TTGGTGCACA

445510 1292 1311 | GCGGACGGCA | 88 6-8-6 226 1291 1310
TTGGTGCACA

445535 1292 1309 | GGACGGCATT | 83 5-8-5 258 1291 1308
GGTGCACA

416862 1293 1312 | AGCGGACGGC | 89 5-10-5 227 1292 1311
ATTGGTGCAC

445511 1293 1312 | AGCGGACGGC | 77 6-8-6 227 1292 1311
ATTGGTGCAC

445536 1293 1310 | CGGACGGCAT | 82 5-8-5 259 1292 1309
TGGTGCAC

416863 1294 1313 | CAGCGGACGG | 86 5-10-5 228 1293 1312
CATTGGTGCA

445512 1294 1313 |CAGCGGACGG | 79 6-8-6 228 1293 1312
CATTGGTGCA

445537 1294 1311 | GCGGACGGCA | 78 5-8-5 260 1293 1310
TTGGTGCA

412225 1295 1314 | GCAGCGGACG | 86 5-10-5 53 1294 1313
GCATTGGTGC

445513 1295 1314 | GCAGCGGACG | 85 6-8-6 53 1294 1313
GCATTGGTGC

445538 1295 1312 | AGCGGACGGC | 80 5-8-5 261 1294 1311
ATTGGTGC

416864 1296 1315 |GGCAGCGGAC | 88 5-10-5 229 1295 1314
GGCATTGGTG

445514 1296 1315 | GGCAGCGGAC | 81 6-8-6 229 1295 1314
GGCATTGGTG

445539 1296 1313 |CAGCGGACGG | 79 5-8-5 262 1295 1312
CATTGGTG

416865 1297 1316 | TGGCAGCGGA | 86 5-10-5 230 1296 1315
CGGCATTGGT

445515 1297 1316 | TGGCAGCGGA | 75 6-8-6 230 1296 1315
COGGCATTGGT

445540 1297 1314 | GCAGCGGACG | 74 5-8-5 263 1296 1313
GCATTGGT
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(continua)

416866 1298 1317 | CTGGCAGCGG | 84 5-10-5 231 1297 1316
ACGGCATIGG

445516 1298 1317 | CTGGCAGCGG | 79 6-8-6 231 1297 1316
ACGGCATTGG

445541 1298 1315 | GGCAGCGGAC | 80 5-8-5 264 1297 1314
GGCATIGG

416867 1299 1318 | ACTGGCAGCG | 85 5-10-5 232 1298 1317
GACGGCATTG

445517 1299 1318 | ACTGGCAGCG | 74 6-8-6 232 1298 1317
GACGGCATTG

445542 1299 1316 | TGGCAGCGGA | 83 5-8-5 265 1298 1315
CGGCATTG

445543 1300 1317 | CTGGCAGCGG | 74 5-8-5 266 1299 1316
ACGGCATT

Ejemplo 31: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2

Los gapmeros del ejemplo 30 que exhiben inhibicién in vitro del Factor 11 humano se analizaron a diversas dosis en
células HepB2. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando
electroporacion con concentraciones de 123,46 nM, 370,37 nM, 1.111,11 nM, 3.333,33 nM y 10.000 del
oligonucleotido antisentido, como se especifica en la Tabla 45. El conjunto de sonda de cebador Factor 11 humano,
RTS 2966, se uso para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de acuerdo con
un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de
inhibicién del factor 11 respecto a las células control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 45, los niveles de AARNm
del Factor 11 se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con oligonucledtidos
antisentido

La concentracion inhibitoria semimaxima (Cls;) de cada oligonucleétido se calculd representando las
concentraciones de oligonucledtidos antisentido utilizados frente al porcentaje de inhibicion de la expresion del
ARNm del Factor 11 logrado en cada concentracion, y observando la concentracion de oligonucleétido antisentido a
la que se logré una inhibicion del 50 % de la expresion de ARNm del Factor 11 en comparacién con Control PBS.
ICs0 los valores se presentan en la Tabla 45.

Tabla 45
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2 a través de la
transfeccion de oligonucledtidos con electroporacion
N° ISIS 123,47 nM | 370,37 nM 1.111,11 nM 3.333,33 nM 10.000,0 nM | Clso (UM
416849 5 5 26 57 68 2,7
416850 0 12 36 74 73 2,8
416851 13 35 36 64 72 1,5
416856 12 23 35 59 83 1,6
416857 2 20 35 62 72 2,3
416858 0 27 36 64 70 2,2
416860 0 28 39 41 40 n.d.
416861 0 15 27 66 80 2,0
445498 3 1 27 50 58 4,8
445503 0 0 22 36 60 5,9
445504 8 20 38 53 68 2,7
445505 12 30 39 59 77 1,8
445522 0 0 44 63 74 29
445531 8 16 52 61 77 1,8
445532 5 12 39 60 70 2,0
n.d.= sin datos

Ejemplo 32: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del Factor 11 humano en células HepG2 por
oligonucleotidos disefiados por microwalk

Se disefiaron gapmeros adicionales basados en ISIS 416850 e ISIS 416858 (ver la Tabla 8 anterior). Estos
gapmeros se desplazan ligeramente hacia arriba y hacia abajo (es decir, microalineacion) de ISIS 416850 e ISIS
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416858. Gapmeros disefiados por microwalk tienen 3-8-3 MOE, 4-8-4 MOE, 2-10-2 MOE, 3-10-3 MOE, o 4-10-4
motivos MOE.

Estos gapmeros se probaron en diversas dosis en células HepG2. Las células se sembrarona una densidad de
20,000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacion con 375 nM, 750 nM, 1.500 nM, 3.000 nM,
6.000 nM y concentraciones de oligonucleétido antisentido de 12.000 nM, como se especifica en la Tabla 47.
Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de
ARNm del Factor 11 se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador Factor
11 humano, RTS 2966, se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm del factor 11 se ajustaron de
acuerdo con el contenido total de ARN, segun lo medido por RIBOGREEN. Los resultados se presentan como
porcentaje de inhibicion del Factor 11, con respecto a las células de control no tratadas.

ISIS 416850, ISIS 416858, ISIS 445522 e ISIS 445531 (consulte la Tabla 45 anterior) se volvieron a probar in vitro
junto con los gapmeros de microwalk en las mismas condiciones descritas anteriormente.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos en la Tabla 46 se disefiaron como 3-8-3 MOE, 4-8-4 MOE, 2-10-2 MOE,
3-10-3 MOE, o 4-10-4 MOE gapmeros. El gapmer 3-8-3 tiene una longitud de 14 nucleétidos, en el que el segmento
separador central estd compuesto por ocho 2'-desoxinucledtidos y estd flanqueado en ambos lados (en las
direcciones 5’y 3') por alas que comprenden tres nucleétidos cada una. El gapmer 4-8-4 tiene una longitud de 16
nucledtidos, en el que el segmento separador central estd compuesto por ocho 2'-desoxinucledtidos y esta
flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5’y 3') por alas que comprenden cuatro nucleétidos cada una. El
gapmer 2-10-2 tiene una longitud de 14 nucledtidos, en el que el segmento separador central esta compuesto por
diez 2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5’y 3') por alas que comprenden dos
nucledtidos cada una. El gapmer 3-10-3 tiene una longitud de 16 nucledtidos, en el que el segmento separador
central estd comprendido a menudo 2'-desoxinucleétidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5y
3") por alas que comprenden tres nucledtidos cada una. El gapmer 4-10-4 tiene 18 nucledtidos de longitud, en el que
el segmento separador central esta compuesto por diez 2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en ambos lados (en
las direcciones 5’y 3') por alas que comprenden cuatro nucleétidos cada una. Para cada uno de los motivos (3-8-3,
4-8-4, 2-10-2, 3-10-3 y 4-10-4), cada nucledtido en el segmento de ala en 5’ y cada nucleétido en el segmento de ala
en 3’ tiene una modificacion de 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. El "sitio de inicio
de diana humano" indica el nucleétido 5'-mas al que se dirige el gapmer en la secuencia humana. El "sitio de parada
del diana humano" indica el nucledtido mas 3’al que se dirige el gapmer en la secuencia humana. Cada gapmer
enumerado en la Tabla 46 esta dirigido a SEQ ID NO: 1 (GENBANK N° de Acceso NM_000128.3). Cada gapmer es
la Tabla 46 también es totalmente reactivo de forma cruzada con la secuencia del gen del Factor 11 del mono
rhesus, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 274 (exones 1 - 15 GENBANK N° de Acceso NW
_001118167.1). El 'sitio de inicio del mono Rhesus' indica el nucleétido 5’mas al que se dirige el gapmer en la
secuencia del mono rhesus. El 'sitio de parada del mono Rhesus' indica el nucleétido 3'mas al que se dirige el
gapmer a la secuencia del mono rhesus.

Tabla 46
Oligonucledtidos antisentido quiméricos dirigidos a la SEQ ID NO: 1 (niumero de acceso GENBANK
NM_000128.3) y disefiados por microwalk de ISIS 416850 e ISIS 416858
N° ISIS|Sitio de inicio Sitio de Secuencia (5’ a [Motivo|SEQ| Sitio de inicio Sitio de
diana terminacion 3" ID en mono terminacion en
humano diana humano No. rhesus mono rhesus
449707 1280 1295 CACAGTTT |4-8-4|268 1279 1294
CTGGCAGG
449708 1281 1294 ACAGTTT |3-8-3|269 1280 1293
CTGGCAG
449709 1279 1296 GCACAGTT |4-10—| 246 1278 1295
TCTGGCAGGC| 4
449710 1280 1295 CACAGTTT |3-10-| 268 1279 1294
CTGGCAGG
449711 1281 1294 ACAGTTT |2-10-| 269 1280 1293
CTGGCAG 2

Los datos de la inhibicién de la dosis-respuesta se dan en la Tabla 47. Como se ilustra en la Tabla 47, los niveles de
A.RNm del Factor 11 se redujeron de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con oligonucledtidos
antisentido La Clsp de cada oligonucledtido antisentido también se calculdé y se presentd en la Tabla 47. Los dos
primeros gapmeros enumerados en la Tabla 47 son los gapmeros originales (ISIS 416850 e ISIS 416858) a partir de
los cuales los gapmeros restantes se disefiaron a través de microwalk y se designaron con un asterisco.
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Tabla 47
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del factor 11 humano en células HepG2 a través de
la transfeccion de oligonucleotidos con electroporacion
NeISIS | 375nM | 750 nM | 1,500 nM 3.000 nM | 6.000 nM 12.000 Clso (UM
nM

*416850 40 59 69 87 90 95 0,56
*416858 31 35 78 85 90 93 0,83
445522 59 71 83 82 81 92 n.d.
445531 44 64 78 86 91 93 0,44
449707 7 35 63 73 85 91 1,26
449708 0 0 22 33 61 85 4,46
449709 52 71 80 87 92 95 0,38
449710 2 21 52 70 82 87 1,59
449711 6 14 1 7 32 52 11,04
n.d.= sin datos

Ejemplo 33: : Tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos al Factor 11 humano en ratones CD1

Los ratones CD1 se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos al Factor 11 humano y se evaluaron los
cambios en los niveles de diversos marcadores metabolicos.

Tratamiento

Se inyectaron grupos de cinco ratones CD1 por via subcutanea dos veces por semana durante 2, 4 o 6 semanas
con 50 mg/kg de ISIS 416825, ISIS 416826, I1SIS 416838, ISIS 416850, ISIS 416858, ISIS 416864, ISIS 416892,
ISIS 416925, ISIS 416999, ISIS 417002 o ISIS 417003. Un grupo de control de cinco ratones se inyectdé por via
subcutanea con PBS durante 2 semanas. Todos los grupos experimentales (es decir, ratones tratados con ASO a
las 2, 4, 6 semanas) se compararon con el grupo control (es decir, PBS, 2 semanas).

Tres dias después de que se administro la ultima dosis a todos los grupos, se sacrificaron los ratones. Se midieron
los pesos de los drganos y se recolectd la sangre para un analisis posterior.

Peso del 6rgano

Se midieron los pesos del higado, el bazo y el rifidn al final del estudio, y se presentan en las tablas 48, 49 y 50
como un porcentaje del control de PBS, normalizado al peso corporal. Esos oligonucleétidos antisentido que no
afectaron a mas de seis veces los aumentos en el peso del higado y del bazo por encima de los controles de PBS se
seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 48
Cambio porcentual en el peso del higado de ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido

N° ISIS 2 semanas 4 semanas 6 semanas
416825 +5 +22 +13
416826 +10 +32 +33
416838 +8 —6 0
416850 +5 +3 +6
416858 +7 +1 +10
416864 -2 +2 -5
416925 +14 +14 +33
416999 +13 +30 +47
417002 +14 +8 +35
416892 +35 +88 +95
417003 +8 +42 +32
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Tabla 49

Cambio porcentual en el peso del bazo de ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido

N° ISIS 2 semanas 4 semanas 6 semanas
416825 -12 +19 +21
416826 -12 -5 +22
416838 +21 -8 +9
416850 -4 +6 +48
416858 -2 +8 +28
416864 -10 -2 -6
416925 -7 +33 +78
416999 +7 +22 +38
417002 +29 +26 +108
416892 +24 +30 +65
417003 +12 +101 +98
Tabla 50

Cambio porcentual en el peso del rifién de ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido

Ne° ISIS 2 semanas 4 semanas 6 semanas
416825 -12 -12 -11
416826 -13 -7 -22
416838 -2 -12 -8
416850 -10 -12 -11
416858 +1 -18 -10
416864 -4 -9 -15
416925 -4 -14 -2
416999 -9 -6 -7
417002 +3 -5 —2
416892 +2 -3 +19
417003 -9 -2 -1

Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidon hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Las mediciones de alanina transaminasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST) se expresan en IU/L y
los resultados se presentan en las tablas 51 y 52. Los niveles plasmaticos de bilirrubina y albdmina también se
midieron utilizando el mismo analizador quimico clinico y se expresaron en mg/dL. Los resultados se presentan en
las Tablas 53 y 54. Esos oligonucleétidos antisentido que no afectaron un aumento en los niveles de ALT/AST por
encima de siete veces los niveles de control se seleccionaron para estudios adicionales. Esos oligonuclettidos
antisentido que no aumentaron los niveles de bilirrubina mas del doble de los niveles de control se seleccionaron
para estudios adicionales.

Tabla 51
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en ALT (Ul/l) en ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 36 n.d. n.d.
ISIS 416825 64 314 507
ISIS 416826 182 126 1954
ISIS 416838 61 41 141
ISIS 416850 67 58 102
ISIS 416858 190 57 216
ISIS 416864 44 33 92
ISIS 416925 160 284 1284
ISIS 416999 61 160 1302
ISIS 417002 71 138 2579
ISIS 416892 66 1526 1939
ISIS 417003 192 362 2214
n.d.= sin datos

70




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

Tabla 52
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en AST (Ul/l) en ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 68 n.d. n.d.
ISIS 416825 82 239 301
ISIS 416826 274 156 1411
ISIS 416838 106 73 107
ISIS 416850 72 88 97
ISIS 416858 236 108 178
ISIS 416864 58 46 101
ISIS 416925 144 206 712
ISIS 416999 113 130 671
ISIS 417002 96 87 1166
ISIS 416892 121 1347 1443
ISIS 417003 152 249 839
n.d.= sin datos
Tabla 53
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en bilirrubina (Ul/I) en ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 0,28 n.d. n.d.
ISIS 416825 0,41 0,69 0,29
ISIS 416826 0,39 0,20 0,37
ISIS 416838 0,57 0,24 0,20
ISIS 416850 0,46 0,23 0,22
ISIS 416858 0,57 0,24 0,16
ISIS 416864 0,40 0,26 0,22
ISIS 416925 0,45 0,25 0,25
ISIS 416999 0,48 0,18 0,28
ISIS 417002 0,50 0,25 0,29
ISIS 416892 0,38 2,99 0,50
ISIS 417003 0,33 0,15 0,24
n.d.= sin datos
Tabla 54
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en albumina (Ul/l) en ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 3,7 n.d. n.d.
ISIS 416825 3,6 3,4 3,5
ISIS 416826 3,3 3,4 3,4
ISIS 416838 3,5 3,8 3,6
ISIS 416850 3,6 3,5 3,1
ISIS 416858 3,4 3,5 2,8
ISIS 416864 3,5 3,6 3,5
ISIS 416925 3,5 3,5 3,2
ISIS 416999 3,4 3,3 3,2
ISIS 417002 3,2 3,4 3,4
ISIS 416892 3,2 4,0 4,4
ISIS 417003 3,4 3,4 3,2

n.d.= sin datos

Funcién renal

71

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina usando un analizador automatico de quimica clinica
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en las tablas 55 y 56, expresados en mg/dL.
Esos oligonucledtidos antisentido que no afectaron mas de dos veces el aumento en los niveles de BUN en
comparacioén con el control de PBS se seleccionaron para estudios posteriores.
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Tabla 55
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en BUN (mgl/dl) en ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas

PBS 30 n.d. n.d.
ISIS 416825 29 35 31
ISIS 416826 24 34 27
ISIS 416838 25 38 30
ISIS 416850 25 30 23
ISIS 416858 21 29 19
ISIS 416864 22 31 28
ISIS 416925 21 30 17
ISIS 416999 22 27 22
ISIS 417002 19 23 19
ISIS 416892 19 28 23
ISIS 417003 23 26 24

n.d.= sin datos
Tabla 56
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en creatinina (mg/dl) en ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas

PBS 0,14 n.d. n.d.
ISIS 416825 0,14 0,21 0,17
ISIS 416826 0,15 0,20 0,15
ISIS 416838 0,09 0,27 0,14
ISIS 416850 0,13 0,22 0,19
ISIS 416858 0,13 0,23 0,10
ISIS 416864 0,11 0,22 0,16
ISIS 416925 0,12 0,25 0,13
ISIS 416999 0,07 0,18 0,13
ISIS 417002 0,06 0,16 0,10
ISIS 416892 0,11 0,20 0,17
ISIS 417003 0,17 0,24 0,18

n.d.= sin datos

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envié a Antech Diagnostics para el hematocrito (HCT), el
volumen corpuscular medio (MCV), la hemoglobina corpuscular media (MCH) y las mediciones y analisis de la
concentracion de hemoglobina corpuscular (MCHC), asi como las mediciones de los diversos células sanguineas,
tales como WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos), RBC y plaquetas, y contenido total de hemoglobina. Los
resultados se presentan en las tablas 57-67. Los porcentajes que figuran en las tablas indican el porcentaje del
recuento total de células sanguineas. Esos oligonucleétidos antisentido que no afectaron a una disminucion en el
recuento de plaquetas de mas del 50 % y/o un aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se
seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 57
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre HCT ( %) en ratones CD
1
2 semanas 4 semanas 6 semanas

PBS 50 n.d. n.d.
ISIS 416825 49 46 40
ISIS 416826 47 41 37
ISIS 416838 42 44 39
ISIS 416850 44 44 38
ISIS 416858 50 45 46
ISIS 416864 50 45 42
ISIS 416925 51 47 47
ISIS 416999 51 42 40
ISIS 417002 44 44 51
ISIS 416892 48 42 45
ISIS 417003 48 41 43

n.d.= sin datos
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Tabla 58
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en MCV (fl) en ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 61 n.d. n.d.
ISIS 416825 58 53 51
ISIS 416826 56 52 53
ISIS 416838 56 54 48
ISIS 416850 57 51 50
ISIS 416858 59 51 50
ISIS 416864 57 52 51
ISIS 416925 61 52 47
ISIS 416999 60 49 48
ISIS 417002 61 50 52
ISIS 416892 59 49 53
ISIS 417003 60 48 45
n.d.= sin datos
Tabla 59
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en MCH (pgen ratones CD1
N° ISIS 2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 18 n.d. n.d.
ISIS 416825 17 16 15
ISIS 416826 17 16 16
ISIS 416838 17 17 15
ISIS 416850 17 16 15
ISIS 416858 17 16 15
ISIS 416864 18 16 16
ISIS 416925 17 16 15
ISIS 416999 17 16 15
ISIS 417002 17 16 16
ISIS 416892 18 16 16
ISIS 417003 17 16 16
n.d.= sin datos
Tabla 60
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en MCHC (%) ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 30 n.d. n.d.
ISIS 416825 29 31 31
ISIS 416826 29 31 30
ISIS 416838 30 31 32
ISIS 416850 30 31 31
ISIS 416858 30 32 31
ISIS 416864 31 31 31
ISIS 416925 30 32 32
ISIS 416999 27 32 31
ISIS 417002 29 32 31
ISIS 416892 30 32 30
ISIS 417003 29 32 33

n.d.= sin datos
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Tabla 61

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en el recuento de glébulos

blancos (células/nl) en ratones CD1

2 semanas 4 semanas 6 semanas

PBS 6 n.d. n.d.
ISIS 416825 8 8 6
ISIS 416826 5 6 8
ISIS 416838 4 6 5
ISIS 416850 4 5 5
ISIS 416858 6 7 4
ISIS 416864 7 6 5
ISIS 416925 6 6 11
ISIS 416999 4 9 7
ISIS 417002 8 8 16
ISIS 416892 5 8 9
ISIS 417003 7 9 10

n.d.= sin datos
Tabla 62

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en el recuento de glébulos

rojos(células/nl) en ratones CD1

2 semanas

4 semanas

6 semanas

PBS

8

n.d.

ISIS 416825

ISIS 416826

ISIS 416838

ISIS 416850

ISIS 416858

ISIS 416864

ISIS 416925

ISIS 416999

ISIS 417002

ISIS 416892

O|O[O|O|WO(O|WO|O|00(0|W©

ISIS 417003

Q0| N[O O|WOWO|W©O|00|00(0|W©

n.d.= sin datos

Tabla 63

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento de neutrdfilos
(%) ratones CD1

2 semanas 4 semanas 6 semanas

PBS 16 n.d. n.d.
ISIS 416825 15 43 23
ISIS 416826 26 33 23
ISIS 416838 19 33 31
ISIS 416850 15 21 16
ISIS 416858 14 24 27
ISIS 416864 13 27 20
ISIS 416925 12 39 33
ISIS 416999 12 25 22
ISIS 417002 14 31 36
ISIS 416892 19 43 28
ISIS 417003 10 39 24

n.d.= sin datos
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Tabla 64
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el recuento de linfocitos (%)
ratones CD1
2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 81 n.d. n.d.
ISIS 416825 82 53 71
ISIS 416826 70 61 67
ISIS 416838 76 64 60
ISIS 416850 82 73 76
ISIS 416858 83 73 65
ISIS 416864 84 71 74
ISIS 416925 86 58 57
ISIS 416999 86 72 69
ISIS 417002 83 64 51
ISIS 416892 79 52 64
ISIS 417003 86 54 66
n.d.= sin datos
Tabla 65

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento de monocitos (%)

ratones CD1

2 semanas

4 semanas

6 semanas

PBS

n.d.

n.d.

ISIS 416825

ISIS 416826

ISIS 416838

ISIS 416850

ISIS 416858

ISIS 416864

ISIS 416925

ISIS 416999

ISIS 417002

ISIS 416892

ISIS 417003

NWWIN[INININWIN|WIN|(W

OO(A|ABAINWOIN| IO

|| 5| w|o|N|o| o | o|

n.d.= sin datos

Tabla 66

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en el recuento de plaquetas
(células/nl) en ratones CD1

2 semanas 4 semanas 6 semanas

PBS 2126 n.d. n.d.
ISIS 416825 1689 1229 942
ISIS 416826 1498 970 645
ISIS 416838 1376 1547 1229
ISIS 416850 1264 1302 1211
ISIS 416858 2480 1364 1371
ISIS 416864 1924 1556 933
ISIS 416925 1509 1359 1211
ISIS 416999 1621 1219 1057
ISIS 417002 1864 1245 1211
ISIS 416892 1687 636 1004
ISIS 417003 1309 773 922

n.d.= sin datos
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Tabla 67
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el contenido de
hemoglobina (g/dl) en ratones CD1

2 semanas 4 semanas 6 semanas
PBS 15,1 n.d. n.d.
ISIS 416825 14,5 14,1 12,1
ISIS 416826 13,4 12,8 11,0
ISIS 416838 12,4 13,6 12,6
ISIS 416850 13,1 13,5 11,6
ISIS 416858 14,8 14,2 14,1
ISIS 416864 15,2 13,9 13,0
ISIS 416925 14,9 14,8 15,3
ISIS 416999 14,2 13,3 12,8
ISIS 417002 14,7 14,0 15,7
ISIS 416892 13,0 13,5 13,1
ISIS 417003 13,7 13,4 14,0

n.d.= sin datos

Ejemplo 34: Medida de la semivida del oligonucleétido antisentido en el higado de ratones CD1

Los ratones CD1 se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos al Factor 11 humano y se evalué la vida
media de los oligonucleétidos asi como el tiempo transcurrido para la degradacioén y eliminacion del oligonucleétido
del higado.

Tratamiento

Se inyectaron grupos de quince ratones CD1 cada uno por via subcutanea dos veces por semana durante 2
semanas con 50 mg/kg de ISIS 416825, ISIS 416826, ISIS 416838, ISIS 416850, ISIS 416858, ISIS 416864, ISIS
416892, ISIS 416925, ISIS 416999, ISIS 417002 , o ISIS 417003. Se sacrificaron cinco ratones de cada grupo 3
dias, 28 dias y 56 dias después de la dosis final. Los higados fueron cosechados para su analisis.

Medida de la concentracion de oligonucledtidos

Se midié la concentracion del oligonucledtido de longitud completa asi como la concentracion total de
oligonucledtidos (incluida la forma degradada). EI método utilizado es una modificacion de métodos previamente
publicados (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consisten en una extraccion de fenol-cloroformo (liquido-
liquido) seguido de una extraccion en fase sélida. Se afiadioé un patrén interno (ISIS 355868, un oligonucledtido de
fosforotioato modificado con 2'-O-metoxietilo 27-mer, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT, designado En el
presente documento como SEQ ID NO: 270) antes de la extraccién. Las concentraciones de muestra de tejido se
calcularon usando curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente 1,14
pg/g. Las vidas medias se calcularon utilizando el software WinNonlin (PHARSIGHT).

Los resultados se presentan en las Tablas 68 y 69, expresados como ug/g de tejido hepatico. La vida media de cada
oligonucledtido se presenta en la Tabla 70.

Tabla 68
Concentracion de oligonucleétidos de longitud completa (ug/g) en el higado de
ratones CD1

N ISIS Motivo Dia 3 Dia 28 Dia 56
416825 5-10-5 151 52 7
416826 5-10-5 186 48 8
416838 5-10-5 170 46 10
416850 5-10-5 238 93 51
416858 5-10-5 199 102 18
416864 5-10-5 146 38 25
416999 2-13-5 175 26 0
417002 2-13-5 119 24 1
417003 2-13-5 245 42 4
416925 3-14-3 167 39 5
416892 3-14-3 135 31 6

76



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

Tabla 69
Concentracion de oligonucleétidos totales (ug/g) en el higado de ratones CD1
N ISIS Motivo Dia 3 Dia 28 Dia 56
416825 5-10-5 187 90 39
416826 5-10-5 212 61 12
416838 5-10-5 216 98 56
416850 5-10-5 295 157 143
416858 5-10-5 273 185 56
416864 5-10-5 216 86 112
416999 2-13-5 232 51 0
417002 2-13-5 206 36 1
417003 2-13-5 353 74 4
416925 3-14-3 280 72 8
416892 3-14-3 195 54 6
Tabla 70
Semivida de los oligonucledtidos antisentido en el higado
de ratones CD1

N° ISIS Motivo Semivida (dias)

416825 5-10-5 16

416826 5-10-5 13

416838 5-10-5 13

416850 5-10-5 18

416858 5-10-5 26

416864 5-10-5 13

416999 2-13-5 9

417002 2-13-5 11

417003 2-13-5 10

416925 3-14-3 12

416892 3-14-3 12

Ejemplo 35: Tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos al Factor 11 humano en ratas Sprague—
Dawley

Se trataron ratas Sprague-Dawley con oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidas al factor 11 humano y se evaluaron
los cambios en los niveles de diversos marcadores metabdlicos.

Tratamiento

Grupos de cuatro ratas Sprague Dawley fueron inyectadas por via subcutanea dos veces por semana durante 6
semanas con 50 mg/kg de ISIS 416825, ISIS 416826, ISIS 416838, ISIS 416850, ISIS 416858, ISIS 416848, ISIS
416864, ISIS 416892, ISIS 416925, ISIS 416999, ISIS 417002 o ISIS 417003. Un grupo de control de cuatro ratas
Sprague Dawley se inyecto por via subcutanea con PBS dos veces por semana durante 6 semanas. Las mediciones
de peso corporal se tomaron antes y durante todo el periodo de tratamiento. Se tomaron muestras de orina antes del
inicio del tratamiento. Tres dias después de la Ultima dosis, se tomaron muestras de orina y se sacrificaron las ratas.
Se midieron los pesos de los 6rganos y se recolecto la sangre para un analisis posterior.

Peso corporal y peso del 6rgano

Los pesos corporales de las ratas se midieron al inicio del estudio y posteriormente dos veces por semana. Los
pesos corporales se presentan en la Tabla 71 y se expresan como un cambio porcentual sobre los pesos tomados al
inicio del estudio. Los pesos del higado, el bazo y el rifion se midieron al final del estudio y se presentan en la Tabla
71 como un porcentaje del control de la solucion salina normalizado al peso corporal. Esos oligonucleétidos
antisentido que no afectaron mas de un aumento de seis veces en el peso del higado y el bazo por encima del
control de PBS se seleccionaron para estudios adicionales.
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Tabla 71
Cambio porcentual en el peso del érgano de ratas Sprague Dawley después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido
N° ISIS Higado Bazo Rifion Peso corporal
416825 +20 +245 +25 -18
416826 +81 +537 +44 —40
416838 +8 +212 -0,5 -23
416850 +23 +354 +47 -33
416858 +8 +187 +5 =21
416864 +16 +204 +16 —24
416925 +44 +371 +48 -32
416999 +51 +405 +71 =37
417002 +27 +446 +63 -29
416892 +38 +151 +32 -39
417003 +51 +522 +25 —40

Funcién hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidon hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Las mediciones de alanina transaminasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST) se expresan en Ul/l y
los resultados se presentan en la Tabla 72. Aquellos oligonucleétidos antisentido que no afectaron un aumento en
los niveles de ALT/AST por encima de siete veces de control fueron seleccionado para mas estudios. Los niveles
plasmaticos de bilirrubina y albumina también se midieron con el mismo analizador clinico y los resultados también
se presentan en la Tabla 72, expresados en mg/dl. Aquellos oligonucleédtidos antisentido que no afectaron un
aumento en los niveles de bilirrubina mas del doble de los niveles de control por tratamiento con oligonucledtidos
antisentido se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 72
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre marcadores metabdlicos en
el higado de ratas Sprague-Dawley
ALT (UIN) AST (UIN) Bilirrubina (mg/dl) Albumina
(mg/dl)

PBS 9 5 20 2
ISIS 416825 89 17 4 2
ISIS 416826 611 104 115 6
ISIS 416838 5 2 4 2
ISIS 416850 80 5 1 4
ISIS 416858 13 4 4 2
ISIS 416864 471 68 3 4
ISIS 416925 102 20 13 5
ISIS 416999 92 28 54 5
ISIS 417002 44 11 12 3
ISIS 416892 113 183 1 8
ISIS 417003 138 23 50 6

Funcién renal

Para evaluar el efecto de la funcion renal, se midieron las concentraciones plasmaticas de nitrdgeno ureico en
sangre (BUN) y creatinina usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi Olympus AU400e, Melville,
NY). Los resultados se presentan en la Tabla 73, expresados en mg/dl. Esos oligonucleétidos antisentido que no
afectaron mas de dos veces el aumento en los niveles de BUN en comparacion con el control de PBS se
seleccionaron para estudios posteriores. La relacion de proteina urinaria a creatinina en muestras totales de orina
también se calculd antes y después del tratamiento con oligonucledtidos antisentido y se presenta en la Tabla 74.
Esos oligonucledtidos antisentido que no afectaron mas de cinco veces el aumento en las proporciones
proteina/creatinina en comparacién con el El control de PBS se seleccioné para estudios posteriores.
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Tabla 73
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre
marcadores metabdlicos en el rifion de ratas Sprague-Dawley
BUN Creatinina
PBS 4 8

ISIS 416825 7 17

ISIS 416826 25 6

ISIS 416838 4 5

ISIS 416850 5 7

ISIS 416858 8 4

ISIS 416864 5 6

ISIS 416925 7 5

ISIS 416999 2 4

ISIS 417002 11 1

ISIS 416892 188 1

ISIS 417003 9 9

Tabla 74
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la
proporcion proteina/creatinina en la orina en ratas Sprague Dawley
Antes Después
PBS 1,2 1,3

416825 1,1 54
416826 1,0 11,4
416838 1,2 3,7
416850 1,0 4,0
416858 0,9 4,4
416864 1,2 4,0
416925 1,0 4,3
416999 1,3 9,1
417002 1,0 24
416892 0,8 21,3
417003 0,9 4,8

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratas se envié a Antech Diagnostics para mediciones de hematocrito
(HCT), volumen corpuscular medio (MCV), hemoglobina corpuscular media (MCV) y concentracion media de
hemoglobina corpuscular (MCHC), asi como mediciones de diversos tipos de sangre células, tales como WBC
(neutrdfilos, linfocitos y monocitos), RBC y plaquetas, asi como contenido de hemoglobina. Los resultados se
presentan en las Tablas 75 y 76. Esos oligonucledtidos antisentido que no afectaron a una disminucién en el
recuento de plaquetas de mas del 50 % y un aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se
seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 75
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el recuento células sanguineas en ratas
Sprague-Dawley
WBC (/nl) | RBC (/pl) | Neutrdfilos (%) | Linfocitos (%) | Monocitos (%) | Plaquetas (10%/ul)

PBS 21 6 37 7 26 18
ISIS 416825 22 2 25 3 15 6
ISIS 416826 7 5 30 5 7 11
ISIS 416838 13 4 17 3 6 27
ISIS 416850 16 7 48 8 11 26
ISIS 416858 28 2 20 3 10 19
ISIS 416864 15 4 26 2 29 12
ISIS 416925 24 6 20 4 23 8
ISIS 416999 12 5 23 3 20 12
ISIS 417002 23 5 22 4 25 7
ISIS 416892 68 12 92 18 58 66
ISIS 417003 83 11 17 3 6 19
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Tabla 76
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre factores hematolgégicos (% control)
en ratas Sprague-Dawley
Hemoglobina (g/dI) HCT (%) MCV (fl) MCH (pg) MCHC (%)

PBS 6 4 6 2 4
ISIS 416825 2 2 4 2 4
ISIS 416826 7 7 6 3 4
ISIS 416838 2 5 4 2 5
ISIS 416850 4 5 3 4 2
ISIS 416858 2 3 2 2 1
ISIS 416864 4 2 4 2 4
ISIS 416925 6 8 5 2 4
ISIS 416999 6 5 2 3 1
ISIS 417002 5 7 7 3 5
ISIS 416892 14 13 1 2 0
ISIS 417003 11 8 6 4 4

Ejemplo 36: Medicion de la semivida del oligonucleétido antisentido en higado y riiion de rata Sprague-
Dawley

Se trataron ratas Sprague Dawley con oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos al Factor 11 humano y se evalué la
vida media de los oligonucleétidos asi como el tiempo transcurrido para la degradacion y eliminacion del
oligonucledtido del higado y el rifién.

Tratamiento

Grupos de cuatro ratas Sprague Dawley fueron inyectadas por via subcutanea dos veces por semana durante 2
semanas con 20 mg/kg de ISIS416825, ISIS 416826, ISIS 416838, ISIS 416850, ISIS 416858, ISIS 416864, ISIS
416892, ISIS 416925, ISIS 416999, ISIS 417002 o ISIS 417003. Tres dias después de la ultima dosis, las ratas se
sacrificaron y se recogieron higados y rifiones para su analisis.

Medida de la concentracion de oligonucledtidos

Se midié la concentracion del oligonucledtido de longitud completa asi como la concentracion total de
oligonucledtidos (incluida la forma degradada). EI método utilizado es una modificacion de métodos previamente
publicados (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consisten en una extraccion de fenol-cloroformo (liquido-
liquido) seguido de una extraccion en fase sélida. Se afiadié un patrén interno (ISIS 355868, un oligonucledtido de
fosforotioato modificado con 2'-O-metoxietilo 27-mer, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT, designado En el
presente documento como SEQ ID NO: 270) antes de la extraccién. Las concentraciones de muestra de tejido se
calcularon usando curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente 1,14
Mg/g. Los resultados se presentan en las Tablas 77 y 78, expresados como ug/g de tejido hepatico o renal. Las vidas
medias se calcularon utilizando el software WinNonlin (PHARSIGHT).

Tabla 77
Concentracion de oligonucleétidos de longitud completa (ug/g) en el higadoy rifion
de ratas Sprague—Dawley
N° ISIS Motivo Rifion Higado
416825 5-10-5 632 236
416826 5-10-5 641 178
416838 5-10-5 439 171
416850 5-10-5 259 292
416858 5-10-5 575 255
416864 5-10-5 317 130
416999 2-13-5 358 267
417002 2-13-5 291 118
417003 2-13-5 355 199
416925 3-14-3 318 165
416892 3-14-3 351 215
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Tabla 78
Concentracion de oligonucleétidos dtotales (ug/g) en el higadoy rifién de ratas
Sprague—Dawley
N° ISIS Motivo Rifion Higado
416825 5-10-5 845 278
416826 5-10-5 775 214
416838 5-10-5 623 207
416850 5-10-5 352 346
416858 5-10-5 818 308
416864 5-10-5 516 209
416999 2-13-5 524 329
417002 2-13-5 490 183
417003 2-13-5 504 248
416925 3-14-3 642 267
416892 3-14-3 608 316
Tabla 79
Semivida (dias) de los oligonucleotidos de ISIS en el higado y el rifion de ratas
Sprague-Dawley
N ISIS Motivo Semivida
416825 5-10-5 16
416826 5-10-5 13
416838 5-10-5 13
416850 5-10-5 18
416858 5-10-5 26
416864 5-10-5 13
416999 2-13-5 9
417002 2-13-5 11
417003 2-13-5 10
416925 3-14-3 12
416892 3-14-3 12

Ejemplo 37: Tolerabilidad de oligonucleoétidos antisentido dirigidos al Factor 11 humano en ratones CD1

Los ratones CD1 se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos al Factor 11 humano y se evaluaron los
cambios en los niveles de diversos marcadores metabolicos.

Tratamiento

Grupos de cinco ratones CD1 cada uno fueron inyectados por via subcutanea dos veces por semana durante 6
semanas con 50 mg/kg de ISIS 412223, ISIS 412224, ISIS 412225, ISIS 413481, ISIS 413482, ISIS 416848, ISIS
416849, ISIS 416850, ISIS 416851, ISIS 416852, ISIS 416853, ISIS 416854, ISIS 416855, ISIS 416856, ISIS
416857, ISIS 416858, ISIS 416859, ISIS 416860, ISIS 416861, ISIS 416862, ISIS 416863, ISIS 416864, ISIS
416865, ISIS 416866, o ISIS 416867, 0. Un grupo de control de diez ratones CD1 se inyectd por via subcutanea con
PBS dos veces por semana durante 6 semanas. Las mediciones de peso corporal se tomaron antes y durante todo
el periodo de tratamiento. Tres dias después de la Ultima dosis, se sacrificaron los ratones, se midieron los pesos de
los 6rganos y se recogi6 la sangre para un analisis posterior.

Peso corporal y peso de los 6rganos

El peso corporal se midio al inicio del estudio y posteriormente dos veces por semana. Los pesos corporales de los
ratones se presentan en la Tabla 80 y se expresan aumentados en gramos sobre el peso de control de PBS tomado
antes del inicio del tratamiento. Se midieron los pesos del higado, el bazo y el rifidn al final del estudio, y también se
presentan en la Tabla 80 como porcentaje del peso corporal. Esos oligonucledtidos antisentido que no afectaron a
mas de seis veces los aumentos en el peso del higado y el bazo por encima del control de PBS se seleccionaron
para estudios adicionales.
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Tabla 80
Cambio en el peso corporal y de los 6rganos de ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido
Higado (%) Rifi6n (%) Bazo (%) Peso corporal (g)

PBS 5 1,5 0,3 7
ISIS 416850 6 1,6 0,4 12
ISIS 416858 7 1,6 0,6 12
ISIS 416864 5 1,6 0,3 12
ISIS 412223 6 1,5 0,4 12
ISIS 412224 6 1,6 0,5 10
ISIS 412225 6 1,5 0,4 10
ISIS 413481 6 1,5 0,5 9
ISIS 413482 6 1,6 0,5 11
ISIS 416848 6 1,5 0,4 11
ISIS 416849 8 1,5 0,4 8
ISIS 416851 7 1,5 0,5 11
ISIS 416852 6 1,5 0,4 10
ISIS 416853 8 1,5 0,7 13
ISIS 416854 7 1,2 0,4 13
ISIS 416855 8 1,4 0,6 12
ISIS 416856 6 1,4 0,4 10
ISIS 416857 7 1,6 0,5 10
ISIS 416859 6 1,5 0,4 10
ISIS 416860 6 1,4 0,4 10
ISIS 416861 5 1,3 0,4 9
ISIS 416862 6 1,5 0,4 10
ISIS 416863 5 1,5 0,4 9
ISIS 416865 6 1,5 0,4 8
ISIS 416866 5 1,6 0,4 10
ISIS 416867 5 1,4 0,4 9

Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidon hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Las mediciones de alanina transaminasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST) se expresan en Ul/l y
los resultados se presentan en la Tabla 81. Aquellos oligonucleétidos antisentido que no afectaron un aumento en
los niveles de ALT/AST por encima de siete veces de control fueron seleccionado para mas estudios. Los niveles
plasmaticos de bilirrubina, colesterol y albiumina también se midieron usando el mismo analizador quimico clinico y
se presentan en la Tabla 81 expresados en mg/dl. Aquellos oligonucleétidos antisentido que no afectaron un
aumento en los niveles de bilirrubina mas del doble de los niveles de control por tratamiento con oligonucledtidos
antisentido se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 81
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre marcadores metabodlicos en el higado
de ratones CD1

ALT (UI/l) | AST (UI/) | Bilirrubina (mg/dl) | Albumina (mg/dl) | Colesterol (mg/dl)
PBS 32 68 0,25 3,7 135
ISIS 416850 75 99 0,21 3,5 142
ISIS 416858 640 547 0,28 4,4 181
ISIS 416864 36 67 0,19 2,6 152
ISIS 412223 60 125 0,20 3,0 117
ISIS 412224 214 183 0,19 3,4 114
ISIS 412225 40 69 0,23 3,3 128
ISIS 413481 85 143 0,18 3,2 153
ISIS 413482 54 77 0,24 3,0 138
ISIS 416848 153 153 0,19 3,1 151
ISIS 416849 1056 582 0,22 2,5 109
ISIS 416851 47 76 0,19 3,1 106
ISIS 416852 49 91 0,16 4,9 125
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(continua)
ISIS 416853 1023 1087 0,25 3,1 164
ISIS 416854 1613 1140 0,21 5,5 199
ISIS 416855 786 580 0,25 4,2 162
ISIS 416856 130 129 0,23 5,2 109
ISIS 416857 370 269 0,22 3,7 94
ISIS 416859 214 293 0,20 4,2 160
ISIS 416860 189 160 0,23 3,56 152
ISIS 416861 38 85 0,27 4,3 133
ISIS 416862 225 172 0,36 3,9 103
ISIS 416863 41 101 0,24 3,6 118
ISIS 416865 383 262 0,27 4,1 95
ISIS 416866 36 120 0,29 4,3 113
ISIS 416867 45 82 0,21 3,3 144

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleoétidos ISIS en la funcidn renal, se midieron las concentraciones plasmaticas
de nitrégeno ureico en sangre (BUN) usando un analizador quimico clinico automatizado y los resultados se
presentan en la Tabla 82 expresada en mg/dl. Esos oligonucleétidos antisentido que no afectaron mas de dos veces
el aumento en los niveles de BUN en comparacion con el control de PBS se seleccionaron para estudios posteriores.

Tabla 82
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los niveles
de BUN (mgl/dl) en el rifion de ratones CD1
BUN

PBS 22
ISIS 416850 24
ISIS 416858 23
ISIS 416864 24
ISIS 412223 28
ISIS 412224 29
ISIS 412225 23
ISIS 413481 23
ISIS 413482 27
ISIS 416848 23
ISIS 416849 23
ISIS 416851 21
ISIS 416852 21
ISIS 416853 22
ISIS 416854 27
ISIS 416855 23
ISIS 416856 21
ISIS 416857 17
ISIS 416859 18
ISIS 416860 25
ISIS 416861 23
ISIS 416862 21
ISIS 416863 22
ISIS 416865 20
ISIS 416866 22
ISIS 416867 20

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envié a Antech Diagnostics para mediciones de hematocrito
(HCT), asi como mediciones de varias células sanguineas, como WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos), gldbulos
rojos y plaquetas, asi como hemoglobina total analisis de contenido. Los resultados se presentan en las Tablas 83 y
84. Esos oligonucledtidos antisentido que no afectaron una disminucion en el recuento de plaquetas de mas del 50
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% y un aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 83
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre factores hematoldgicos en
ratones CD1
RBC (10%/ul) Hemoglobina (g/dl) HCT (%) |WBC (10%yl)

PBS 10 15 51 7
ISIS 416850 10 15 49 5
ISIS 416858 9 14 50 8
ISIS 416864 10 15 52 5
ISIS 412223 9 15 48 7
ISIS 412224 10 15 50 9
ISIS 412225 9 15 50 7
ISIS 413481 9 13 45 7
ISIS 413482 10 15 50 8
ISIS 416848 9 14 47 7
ISIS 416849 9 14 48 9
ISIS 416851 9 14 47 6
ISIS 416852 9 14 49 5
ISIS 416853 11 17 56 8
ISIS 416854 9 13 43 12
ISIS 416855 9 14 50 6
ISIS 416856 9 14 47 5
ISIS 416857 10 15 53 6
ISIS 416859 10 15 49 6
ISIS 416860 10 15 51 7
ISIS 416861 9 14 48 7
ISIS 416862 9 14 49 6
ISIS 416863 9 14 48 7
ISIS 416865 9 14 50 7
ISIS 416866 9 15 51 6
ISIS 416867 10 14 47 8

Tabla 84
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el recuento de células sanguineas
ratones CD1
Neutrofilos Linfocitos (células/ul) | Monocitos (células/ul) | Plaquetas (103/ul)
(células/ul)

PBS 1023 6082 205 940
ISIS 416850 1144 4004 156 916
ISIS 416858 2229 5480 248 782
ISIS 416864 973 3921 141 750
ISIS 412223 1756 4599 200 862
ISIS 412224 2107 6284 195 647
ISIS 412225 1547 4969 293 574
ISIS 413481 1904 4329 204 841
ISIS 413482 1958 5584 275 818
ISIS 416848 1264 5268 180 953
ISIS 416849 1522 6967 253 744
ISIS 416851 1619 4162 194 984
ISIS 416852 1241 3646 189 903
ISIS 416853 2040 5184 225 801
ISIS 416854 2082 9375 455 1060
ISIS 416855 1443 4236 263 784
ISIS 416856 1292 3622 151 753
ISIS 416857 1334 3697 215 603
ISIS 416859 1561 4363 229 826
ISIS 416860 1291 4889 161 937
ISIS 416861 1122 5119 219 836
ISIS 416862 1118 4445 174 1007
ISIS 416863 1330 5617 226 1131
ISIS 416865 1227 5148 315 872
ISIS 416866 1201 4621 211 1045
ISIS 416867 1404 6078 188 1006
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Ejemplo 38: Medida de la semivida del oligonucleétido antisentido en el higado de raton CD1

Quince oligonucledtidos antisentido que se habian evaluado en ratones CD1 (Ejemplo 37) se evaluaron
adicionalmente. Los ratones CD1 se trataron con oligonuclettidos antisentido ISIS y se evalu6 la vida media de los
oligonucledtidos y el tiempo transcurrido para la degradacion y eliminacion de oligonucleétidos en el higado.

Tratamiento

Se inyectaron grupos de quince ratones CD1 cada uno por via subcutanea dos veces por semana durante 2
semanas con 50 mg/kg de ISIS 412223, ISIS 412225, ISIS 413481, ISIS 413482, ISIS 416851, ISIS 416852, ISIS
416856, ISIS 416860, ISIS 416861, ISIS 416863 , ISIS 416866, ISIS 416867, ISIS 412224, ISIS 416848 o ISIS
416859. Se sacrificaron cinco ratones de cada grupo 3 dias, 28 dias y 56 dias después de la ultima dosis, se
recogieron los higados para el analisis.

Medida de la concentracion de oligonucledtidos

Se midié la concentracion del oligonucledtido de longitud completa. El método utilizado es una modificacion de
métodos previamente publicados (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consisten en una extraccion de fenol-
cloroformo (liquido-liquido) seguido de una extraccion en fase sélida. Se afiadié un patrén interno (ISIS 355868, un
oligonucledtido de fosforotioato modificado con 2'-O-metoxietilo 27-mer, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
designado En el presente documento como SEQ ID NO: 270) antes de la extraccion. Las concentraciones de
muestra de tejido se calcularon usando curvas de calibracién, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de
aproximadamente 1,14 ug/g. Los resultados se presentan en la Tabla 85 expresada como pg/g de tejido hepatico. La
semivida de cada oligonucleétido también se presento en la Tabla 85.

Tabla 85
Concentracion de oligonucleétidos de longitud completa y semivida en el higado de ratones
CD1
N° ISIS Motivo Dia 3 Dia 28 Dia 56 Semivida (dias)
412223 5-10-5 276 127 52 21,9
412224 5-10-5 287 111 31 16,6
412225 5-10-5 279 91 47 20,7
413481 5-10-5 185 94 31 20,6
413482 5-10-5 262 95 40 19,5
416848 5-10-5 326 147 68 23,5
416851 5-10-5 319 147 68 23,8
416852 5-10-5 306 145 83 28,4
416856 5-10-5 313 115 46 19,2
416859 5-10-5 380 156 55 19,0
416860 5-10-5 216 96 36 20,6
416861 5-10-5 175 59 39 24,5
416863 5-10-5 311 101 48 19,8
416866 5-10-5 246 87 25 16,0
416867 5-10-5 246 87 35 18,9

Ejemplo 39: Tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos al Factor 11 humano en ratas Sprague—
Dawley

Quince oligonucledtidos antisentido que se habian evaluado en ratones CD1 (Ejemplo 37) se evaluaron
adicionalmente en ratas Sprague-Dawley para detectar cambios en los niveles de diversos marcadores metabdlicos.

Tratamiento

Grupos de cuatro ratas Sprague Dawley fueron inyectados por via subcutanea dos veces por semana durante 6
semanas con 50 mg/kg de ISIS 412223, ISIS 412224, ISIS 412225, I1SIS 413481, ISIS 413482, ISIS 416848, I1SIS
416851, ISIS 416852, ISIS 416856, ISIS 416859, ISIS 416860, ISIS 416861, ISIS 416863, ISIS 416866, o ISIS
416867. Un grupo de control de cuatro ratas Sprague Dawley se inyect6 por via subcutanea con PBS dos veces por
semana durante 6 semanas. Las mediciones de peso corporal se tomaron antes y durante todo el periodo de
tratamiento. Tres dias después de la Ultima dosis, se recogieron muestras de orina y luego se sacrificaron las ratas,
se midieron los pesos de los 6rganos y se recogio la sangre para su posterior analisis.

Peso corporal y peso de los 6rganos
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Los pesos corporales de las ratas se midieron al inicio del estudio y, posteriormente, dos veces por semana. Los
pesos corporales se presentan en la Tabla 86 y se expresan como un aumento en gramos sobre el peso de control
de PBS tomado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, el bazo y el rifion se midieron al final del
estudio, y también se presentan en la Tabla 86 como un porcentaje del peso corporal. Esos oligonucledtidos
antisentido que no afectaron a mas de seis veces los aumentos en el peso del higado y el bazo por encima del
control de PBS se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 86
Cambio en el peso corporal y de los 6rganos de ratas Sprague Dawley después del
tratamiento con oligonucleotidos antisentido
Peso corporal (g) Higado (%) Rifi6n (%) Bazo (%)

PBS 179 4 0,9 0,2
ISIS 412223 126 5 1,0 0,5
ISIS 412224 165 5 1,0 0,5
ISIS 412225 184 4 1,0 0,5
ISIS 413481 147 5 0,9 0,3
ISIS 413482 158 5 1,0 0,6
ISIS 416848 117 5 1,1 0,8
ISIS 416851 169 5 0,9 0,3
ISIS 416852 152 5 1,0 0,4
ISIS 416856 156 5 1,0 0,4
ISIS 416859 128 4 1,0 0,4
ISIS 416860 123 5 1,0 0,5
ISIS 416861 182 5 0,9 0,3
ISIS 416863 197 5 1,0 0,4
ISIS 416866 171 5 1,0 0,5
ISIS 416867 129 5 1,0 0,5

Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidon hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Las mediciones de alanina transaminasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST) se expresan en Ul/l y
los resultados se presentan en la Tabla 87. Aquellos oligonucleétidos antisentido que no afectaron un aumento en
los niveles de ALT/AST por encima de siete veces de control fueron seleccionado para mas estudios. Los niveles
plasmaticos de bilirrubina y albumina también se midieron usando el mismo analizador quimico clinico y los
resultados se presentan en la Tabla 87 y se expresan en mg/dl. Aquellos oligonucledtidos antisentido que no
afectaron un aumento en los niveles de bilirrubina mas del doble de los niveles de control por tratamiento con
oligonucledtidos antisentido se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 87
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre marcadores metabdlicos
en el higado de ratas Sprague-Dawley
ALT (Ul AST (UI/1) | Bilirrubina (mg/dl) | Albdmina (mg/dl)

PBS 42 71 0,13 4
ISIS 412223 85 180 0,14 5
ISIS 412224 84 132 0,12 4
ISIS 412225 48 108 0,15 5
ISIS 413481 54 80 0,22 4
ISIS 413482 59 157 0,14 4
ISIS 416848 89 236 0,14 3
ISIS 416851 64 91 0,14 4
ISIS 416852 49 87 0,15 4
ISIS 416856 123 222 0,13 4
ISIS 416859 114 206 0,21 5
ISIS 416860 70 157 0,15 4
ISIS 416861 89 154 0,15 5
ISIS 416863 47 78 0,13 4
ISIS 416866 41 78 0,16 4
ISIS 416867 47 126 0,17 4
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Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina usando un analizador automatico de quimica clinica
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 88, expresados en mg/dl. Esos
oligonucleétidos antisentido que no afectaron mas de dos veces el aumento en los niveles de BUN en comparacion
con el control de PBS se seleccionaron para estudios posteriores. La proteina urinaria total y la proporcion de
proteina urinaria a creatinina en muestras totales de orina después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
se calculoé y también se presenta en la Tabla 88. Esos oligonucledtidos antisentido que no afectaron mas de cinco
veces el aumento de las proporciones proteina/creatinina en la orina al control PBS fueron seleccionados para
estudios adicionales.

Tabla 88
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre marcadores metabdlicos en el rifién de ratas
Sprague-Dawley
BUN Creatinina Proteina total en orina Relacion proteina en
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) orina/creatinina

PBS 19 38 60 1,7

ISIS 24 46 224 4,6
412223

ISIS 24 44 171 3,8
412224

ISIS 23 58 209 4,0
412225

ISIS 26 45 148 3,6
413481

ISIS 23 34 157 4,8
413482

ISIS 26 64 231 3,9
416848

ISIS 24 70 286 4,0
416851

ISIS 25 60 189 3,0
416852

ISIS 23 48 128 2,7
416856

ISIS 24 44 144 3,3
416859

ISIS 23 58 242 4,6
416860

ISIS 22 39 205 5,1
416861

ISIS 29 73 269 3,8
416863

ISIS 22 85 486 6,2
416866

ISIS 22 70 217 3,1
416867

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratas se envié a Antech Diagnostics para mediciones de hematocrito
(HCT), asi como mediciones de varias células sanguineas, como WBC (neutrdfilos y linfocitos), gldbulos rojos y
plaquetas, y el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 89 y 90. Esos
oligonucledtidos antisentido que no afectaron a una disminucion en el recuento de plaquetas de mas del 50 % y un
aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se seleccionaron para estudios adicionales.
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Tabla 89
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre factores hematolgdgicos en ratas
Sprague-Dawley
RBC (10%/ml) Hemoglobina (g/dl) HCT ( %) WBC (10%ml)
PBS 6,9 13,2 42 9
ISIS 412223 7,2 13,1 41 20
ISIS 412224 7.4 13,4 42 20
ISIS 412225 7.4 13,4 42 15
ISIS 413481 7,5 14,2 43 14
ISIS 413482 7.1 13,2 40 13
ISIS 416848 6,0 11,1 35 17
ISIS 416851 7.4 13,7 42 11
ISIS 416852 7,2 13,4 42 13
ISIS 416856 7,7 14,1 43 19
ISIS 416859 7,8 14,0 45 16
ISIS 416860 7,8 14,1 45 17
ISIS 416861 7,7 14,6 45 15
ISIS 416863 7,6 14,1 45 17
ISIS 416866 7,8 14,0 44 20
ISIS 416867 7,8 14,0 45 14
Tabla 90
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento células
sanguineas en ratas Sprague-Dawley
Neutrofilos (/ml) Linfocitos (/ml) Plaquetas (10%/ml)
PBS 988 7307 485
ISIS 412223 1826 16990 567
ISIS 412224 1865 16807 685
ISIS 412225 1499 13204 673
ISIS 413481 1046 12707 552
ISIS 413482 1125 11430 641
ISIS 416848 1874 14316 384
ISIS 416851 1001 9911 734
ISIS 416852 836 11956 632
ISIS 416856 3280 14328 740
ISIS 416859 1414 14323 853
ISIS 416860 1841 13986 669
ISIS 416861 1813 12865 1008
ISIS 416863 1720 14669 674
ISIS 416866 1916 16834 900
ISIS 416867 3044 10405 705

Ejemplo 40: Medicion de la semivida del oligonucleétido antisentido en higado y rifidn de ratas Sprague-
Dawley

Se trataron ratas Sprague Dawley con oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidas al Factor 11 humano y se evalué la
vida media de los oligonucleétidos asi como el tiempo transcurrido para la degradacion y eliminacion del
oligonucledtido del higado y el rifién.

Tratamiento

Grupos de cuatro ratas Sprague Dawley fueron inyectados por via subcutanea dos veces por semana durante 2
semanas con 20 mg/kg de ISIS 412223, ISIS 412224, ISIS 412225, ISIS 413481, ISIS 413482, ISIS 416848, ISIS
416851, ISIS 416852, ISIS 416856, ISIS 416859, ISIS 416860, ISIS 416861, I1SIS 416863, ISIS 416866, o ISIS
416867. Tres dias después de la ultima dosis, las ratas fueron sacrificadas, y se recogieron higados y rifiones.

Medida de la concentracion de oligonucledtidos

Se midié la concentracion del oligonucledtido de longitud completa asi como la concentracion total de
oligonucledtidos (incluida la forma degradada). EI método utilizado es una modificacion de métodos previamente
publicados (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consisten en una extraccion de fenol-cloroformo (liquido-
liquido) seguido de una extraccion en fase sélida. Se afiadioé un patrén interno (ISIS 355868, un oligonucledtido de
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fosforotioato modificado con 2'-O-metoxietilo 27-mer, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT, designado En el
presente documento como SEQ ID NO: 270) antes de la extraccién. Las concentraciones de muestra de tejido se
calcularon usando curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente 1,14
Mg/g. Los resultados se presentan en las tablas 91 y 92, expresados como pg/g de tejido hepatico o renal. Las vidas
medias se calcularon utilizando el software WinNonlin (PHARSIGHT).
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Tabla 91
Concentracion de oligonucleétidos de longitud completa (ug/g) en el higadoy rifién de
ratas Sprague—Dawley
N° ISIS Motivo Rifion Higado
412223 5-10-5 551 97
412224 5-10-5 487 107
412225 5-10-5 202 119
413481 5-10-5 594 135
413482 5-10-5 241 95
416848 5-10-5 488 130
416851 5-10-5 264 193
416852 5-10-5 399 108
416856 5-10-5 378 84
416859 5-10-5 253 117
416860 5-10-5 247 94
416861 5-10-5 187 159
416863 5-10-5 239 82
416866 5-10-5 210 98
416867 5-10-5 201 112
Tabla 92
Concentracion de oligonucleétidos dtotales (ug/g) en el higadoy rifién de ratas
Sprague—Dawley

N° ISIS Motivo Rifion Higado
412223 5-10-5 395 86
412224 5-10-5 292 78
412225 5-10-5 189 117
413481 5-10-5 366 96
413482 5-10-5 217 91
416848 5-10-5 414 115
416851 5-10-5 204 178
416852 5-10-5 304 87
416856 5-10-5 313 80
416859 5-10-5 209 112
416860 5-10-5 151 76
416861 5-10-5 165 144
416863 5-10-5 203 79
416866 5-10-5 145 85
416867 5-10-5 157 98
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Tabla 93
Semivida (dias) de los oligonucleotidos de ISIS en el higado y el rifion de
ratas Sprague-Dawley
N ISIS Motivo Semivida
412223 5-10-5 22
412224 5-10-5 17
412225 5-10-5 21
413481 5-10-5 21
413482 5-10-5 20
416848 5-10-5 24
416851 5-10-5 24
416852 5-10-5 28
416856 5-10-5 19
416859 5-10-5 19
416860 5-10-5 21
416861 5-10-5 25
416863 5-10-5 20
416866 5-10-5 16
416867 5-10-5 19

Ejemplo 471: 1olerapiliaad de oligonucieotiaos antisentido dirigidos ail Factor 11 humano en ratones CD1

Los oligonucleétidos ISIS con 6-8-6 MOE y 5-8-5 MOE motivos dirigidos al factor humano 11 se administraron en
ratones CD1 evaluados por los cambios en los niveles de varios marcadores metabdlicos.

Tratamiento

Grupos de cinco ratones CD1 fueron inyectados por via subcutanea dos veces por semana durante 6 semanas con
50 mg/kg de ISIS 416850, ISIS 445498, ISIS 445503, ISIS 445504, ISIS 445505, ISIS 445509, ISIS 445513, ISIS
445522, ISIS 445530, ISIS 445531 , o ISIS 445532. Un grupo de control de cinco ratones CD1 se inyectd por via
subcutanea con PBS dos veces por semana durante 6 semanas. Las mediciones del peso corporal se tomaron
antes y al final del periodo de tratamiento. Tres dias después de la ultima dosis, se sacrificaron los ratones, se
midieron los pesos de los 6rganos y se recogio la sangre para un analisis posterior.

Peso corporal y peso del 6rgano

Los cambios de peso corporal en los ratones se presentan en la Tabla 94 y se expresan aumento en gramos sobre
el peso de control PBS tomado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, el bazo y el rifidbn se midieron
al final del estudio, y también se presentan en la Tabla 94 como porcentaje del peso corporal. Esos oligonucleétidos
antisentido que no afectaron a mas de seis veces los aumentos en el peso del higado y el bazo por encima del
control de PBS se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 94
Cambio en el peso corporal y de los 6rganos de ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido
Peso corporal (g) Higado (%) Rifi6n (%) Bazo (%)

PBS 10 5 1,6 0,3
ISIS 416850 11 6 1,5 0,4
ISIS 445498 10 6 1,6 0,5
ISIS 445503 9 8 1,4 0,6
ISIS 445504 11 6 1,6 0,4
ISIS 445505 12 6 1,5 0,5
ISIS 445509 10 6 1,6 0,5
ISIS 445513 9 5 1,6 0,4
ISIS 445522 11 6 1,7 0,4
ISIS 445530 11 6 1,5 0,5
ISIS 445531 10 6 1,5 0,5
ISIS 445532 10 6 1,6 0,4
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Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidon hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Las medidas de alanina transaminasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST) se expresan en Ul/l y los
resultados se presentan en la Tabla 95. Aquellos oligonucleétidos antisentido que no afectaron un aumento en los
niveles de ALT/AST por encima de siete veces de los niveles de control fueron seleccionado para mas estudios. Los
niveles plasmaticos de bilirrubina y albimina también se midieron y los resultados también se presentan en la Tabla
95 y se expresan en mg/dl. Aquellos oligonucleétidos antisentido que no afectaron un aumento en los niveles de
bilirrubina mas del doble de los niveles de control por tratamiento con oligonucleétidos antisentido se seleccionaron
para estudios adicionales.

Tabla 95
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre marcadores metabdlicos en
el higado de ratones CD1

ALT (Ul AST (UIN) Bilirrubina (mg/dl) | Albdmina (mg/dl)
PBS 34 49 0,23 3,6
ISIS 416850 90 115 0,20 3,2
ISIS 445498 66 102 0,24 3,4
ISIS 445503 1314 852 0,28 3,4
ISIS 445504 71 107 0,17 3,4
ISIS 445505 116 153 0,18 3,2
ISIS 445509 80 117 0,17 3,1
ISIS 445513 37 84 0,22 3,1
ISIS 445522 51 110 0,19 3,4
ISIS 445530 104 136 0,18 3,2
ISIS 445531 60 127 0,16 3,2
ISIS 445532 395 360 0,20 2,9

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) usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 96, expresados en mg/dl. Esos
oligonucleétidos antisentido que no afectaron mas de dos veces el aumento en los niveles de BUN en comparacion
con el control de PBS se seleccionaron para estudios posterioresstudies.

Tabla 96
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los niveles
de BUN (mgl/dl) en el rifion de ratones CD1
BUN

PBS 29
ISIS 416850 28
ISIS 445498 28
ISIS 445503 29
ISIS 445504 29
ISIS 445505 29
ISIS 445509 29
ISIS 445513 27
ISIS 445522 28
ISIS 445530 26
ISIS 445531 27
ISIS 445532 23

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envi6 a Antech Diagnostics para las mediciones de
hematocrito (HCT), asi como las mediciones de las diversas células sanguineas, como WBC (neutrofilos y linfocitos),
RBC y plaquetas, y el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 97 y 98. Esos
oligonucledtidos antisentido que no afectaron a una disminucion en el recuento de plaquetas de mas del 50 % y un
aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se seleccionaron para estudios posteriores.
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Tabla 97
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre factores hematolégicos en
ratones CD1

RBC (10%ml) | Hemoglobina (g/dl) | HCT ( %) WBC (10%ml)

PBS 9,6 15,0 51 6
ISIS 416850 9,8 14,8 50 6
ISIS 445498 9,4 13,9 47 5
ISIS 445503 9,2 13,6 46 8
ISIS 445504 9,6 14,7 49 5
ISIS 445505 9,6 14,6 49 5
ISIS 445509 10,2 15,3 51 5
ISIS 445513, 9,8 15,0 50 7
ISIS 445522 9,7 14,6 49 5
ISIS 445530 10,0 15,1 50 7
ISIS 445531 9,4 14,5 48 9
ISIS 445532 9,7 14,8 48 7

Tabla 98

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el recuento de células
sanguineas ratones CD1

Neutrofilos (/ml) Linfocitos (/ml) Plaquetas (10%/ml)

PBS 1356 4166 749
ISIS 416850 1314 4710 614
ISIS 445498 1197 3241 802
ISIS 445503 1475 6436 309
ISIS 445504 959 3578 826
ISIS 445505 818 3447 725
ISIS 445509 1104 3758 1085
ISIS 445513 959 5523 942
ISIS 445522 698 3997 1005
ISIS 445530 930 5488 849
ISIS 445531 2341 6125 996
ISIS 445532 1116 5490 689

Ejemplo 42: Tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos al Factor 11 humano en ratas Sprague—
Dawley

Ocho oligonucledtidos antisentido que se habian evaluado en ratones CD1 (Ejemplo 41) se evaluaron
adicionalmente en ratas Sprague-Dawley para cambios en los niveles de diversos marcadores metabodlicos.

Tratamiento

Grupos de cuatro ratas Sprague Dawley fueron inyectadas por via subcutanea dos veces por semana durante 6
semanas con 50 mg/kg de ISIS 445498, ISIS 445504, ISIS 445505, ISIS 445509, ISIS 445513, ISIS 445522, I1SIS
445530 o ISIS 445531. Un grupo de control de ratas Sprague Dawley se inyectaron subcutaneamente con PBS dos
veces por semana durante 6 semanas. Las mediciones de peso corporal se tomaron antes y durante todo el periodo
de tratamiento. Tres dias después de la Ultima dosis, se recogieron muestras de orina y luego se sacrificaron las
ratas, se midieron los pesos de los érganos y se recogio la sangre para su posterior analisis.

Peso corporal y peso del 6rgano

Los pesos corporales de las ratas se midieron al inicio del estudio y, posteriormente, dos veces por semana. Los
pesos corporales se presentan en la Tabla 99 y se expresan como porcentaje de aumento sobre el peso de control
de PBS tomado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, el bazo y el rifion se midieron al final del
estudio, y también se presentan en la Tabla 99 como un porcentaje del peso corporal. Esos oligonucledtidos
antisentido que no afectaron a mas de seis veces los aumentos en el peso del higado y el bazo por encima del
control de PBS se seleccionaron para estudios adicionales.
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Tabla 99
Cambio en el peso corporal y de los 6rganos de ratas Sprague Dawley después del
tratamiento con oligonucleétidos antisentido (%)

Peso corporal Higado Bazo Rifion

ISIS 445498 =17 +26 +107 -10
ISIS 445504 -15 +22 +116 +6
ISIS 445505 —21 +12 +146 +2
ISIS 445509 =17 +16 +252 +3
ISIS 445513 -13 +25 +194 +15
ISIS 445522 -13 +26 +184 +19
ISIS 445530 -7 +24 +99 +4
ISIS 445531 -10 +17 +89 +4

Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidon hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato
transaminasa) y los resultados se presentan en la Tabla 100 expresados en IU/L. Esos oligonucleétidos antisentido
que no afectaron un aumento en los niveles de ALT/AST por encima de siete veces los niveles de control se
seleccionaron para estudios adicionales. Los niveles plasmaticos de bilirrubina y albumina también se midieron
usando el mismo analizador quimico clinico; los resultados se presentan en la Tabla 100 y se expresan en mg/dl.
Aquellos oligonucleétidos antisentido que no afectaron un aumento en los niveles de bilirrubina mas del doble de los
niveles de control por tratamiento con oligonucleétidos antisentido se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 100
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre marcadores metabdlicos en el
higado de ratas Sprague-Dawley

ALT (Ul AST (UlN) Bilirrubina (mg/dl) Albumina (mg/dl)
PBS 102 36 0,13 3,7
ISIS 445498 417 124 0,14 3,7
ISIS 445504 206 86 0,11 3,5
ISIS 445505 356 243 0,15 3,6
ISIS 445509 676 291 0,14 3,5
ISIS 445513 214 91 0,15 3,5
ISIS 445522 240 138 0,47 3,6
ISIS 445530 116 56 0,11 3,7
ISIS 445531 272 137 0,12 3,7

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina usando un analizador automatico de quimica clinica
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 101, expresados en mg/dl. Esos
oligonucleétidos antisentido que no afectaron mas de dos veces el aumento en los niveles de BUN en comparacion
con el control de PBS se seleccionaron para estudios posteriores. La proteina de orina total y la proporcion de
proteina urinaria a creatinina en muestras totales de orina después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
se calculo y también se presenta en la Tabla 101. Esos oligonucleoétidos antisentido que no afectaron mas de cinco
veces el aumento en las proporciones proteina/creatinina en orina. al control PBS fueron seleccionados para
estudios adicionales.
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Tabla 101
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre marcadores
metabdlicos en el rifion de ratas Sprague-Dawley
BUN (mg/dl) Creatinina (mg/dl) Relacion proteina en

orina/creatinina
PBS 18 0,4 1,4
ISIS 445498 25 0,5 3,1
ISIS 445504 26 0,4 4,3
ISIS 445505 24 0,4 3,8
ISIS 445509 27 0,5 4,0
ISIS 445513 24 0,4 4,6
ISIS 445522 25 0,4 6,4
ISIS 445530 22 0,4 4,2
ISIS 445531 23 0,4 3,4

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratas se envié a Antech Diagnostics para mediciones de hematocrito
(HCT), asi como a mediciones de varias células sanguineas, como WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos), RBC y
plaquetas, y el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 102 y 103. Esos
oligonucledtidos antisentido que no afectaron a una disminucion en el recuento de plaquetas de mas del 50 % y un
aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 102
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre factores hematolgdgicos en ratas
Sprague-Dawley
RBC (/pl) Hemoglobina (g/dI) HCT (%) WBC (/nl)
PBS 8,8 16,0 55 13
ISIS 445498 8,5 14,7 49 13
ISIS 445504 8,9 14,7 50 16
ISIS 445505 9,1 15,0 50 21
ISIS 445509 8,4 14,1 47 17
ISIS 445513 7,8 13,0 44 17
ISIS 445522 7,7 13,6 47 18
ISIS 445530 8,9 14,7 50 12
ISIS 445531 8,8 14,8 50 13
Tabla 103
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el recuento células sanguineas en
ratas Sprague-Dawley
Neutrdfilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Plaguetas (/nl)
PBS 14 82 2,0 1007
ISIS 445498 9 89 2,0 1061
ISIS 445504 10 87 2,0 776
ISIS 445505 10 87 2,5 1089
ISIS 445509 11 84 3,8 1115
ISIS 445513 14 82 3,5 1051
ISIS 445522 13 84 2,8 1334
ISIS 445530 11 87 2,0 1249
ISIS 445531 10 86 2,8 1023

Ejemplo 43: Tolerabilidad de oligonucleoétidos antisentido dirigidos al Factor 11 humano en ratones CD1

Los oligonucledtidos ISIS con 4-8-4 MOE, 3-8-3 MOE, 2-10-2 MOE, 3-10-3 MOE y 4-10-4 motivos MOE dirigidos al
Factor 11 humano se administraron en ratones CD1 evaluados para cambios en los niveles de varios marcadores
metabdlicos.

Tratamiento

Grupos de cinco ratones CD1 fueron inyectados por via subcutanea dos veces por semana durante 6 semanas con
50 mg/kg de ISIS 449707, ISIS 449708, ISIS 449409, ISIS 449710 o ISIS 449711. Un grupo de control de cinco
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ratones CD1 se inyectd por via subcutanea con PBS dos veces por semana durante 6 semanas. Las mediciones del
peso corporal se tomaron antes y al final del periodo de tratamiento. Tres dias después de la ultima dosis, se
sacrificaron los ratones, se midieron los pesos de los 6rganos y se recogio la sangre para un analisis posterior.

Peso corporal y peso del 6rgano

Los pesos corporales de los ratones tomados al final del estudio se presentan en la Tabla 104 y se expresan en
gramos. Los pesos del higado, el bazo y el rifidén también se midieron al final del estudio y también se presentan en
la Tabla 104 como porcentaje del peso corporal. Esos oligonucleétidos antisentido que no afectaron a mas de seis
veces los aumentos en el peso del higado y el bazo por encima del control de PBS se seleccionaron para estudios
adicionales.

Tabla 104
Cambio en el peso corporal y de los 6rganos de ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido
Peso corporal (g) Higado (%) Bazo (%) Rifi6n (%)

PBS 39 - - -
ISIS 449707 42 +11 +63 -5
ISIS 449708 40 +17 +66 0
ISIS 449709 40 +15 +62 -14
ISIS 449710 42 +6 +43 -7
ISIS 449711 42 +18 +63 -12

Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidon hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador automatico de quimica clinica (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato
transaminasa) y los resultados se presentan en la Tabla 105 expresada en IU/L. Esos oligonucleétidos antisentido
que no afectaron un aumento en los niveles de ALT/AST por encima de siete veces los niveles de control se
seleccionaron para estudios adicionales. Los niveles plasmaticos de bilirrubina y albumina también se midieron
usando el mismo analizador quimico clinico y los resultados se presentan en la Tabla 105 y se expresan en mg/dl.
Aquellos oligonucledtidos antisentido que no afectaron un aumento en los niveles de bilirrubina mas del doble de los
niveles de control por tratamiento con oligonucleétidos antisentido se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 105
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre marcadores metabdlicos en
el higado de ratones CD1
ALT (Ul AST (UlN) Bilirrubina (mg/dl) Albumina (mg/dl)

PBS 39 52 0,22 3,2
ISIS 449707 41 62 0,19 2,3
ISIS 449708 66 103 0,17 2,8
ISIS 449709 62 83 0,18 2,8
ISIS 449710 43 95 0,18 2,8
ISIS 449711 52 83 0,22 2,8

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina usando un analizador automatico de quimica clinica
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 106, expresada en mg/dl. Esos
oligonucleétidos antisentido que no afectaron mas de dos veces el aumento en los niveles de BUN en comparacion
con el control de PBS se seleccionaron para estudios posteriores.
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Tabla 106
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los
marcadores metabdlicos (mgl/dl) en el rifién de ratones CD1
BUN Creatinina
PBS 28 0,3
ISIS 449707 27 0,2
ISIS 449708 28 0,2
ISIS 449709 34 0,3
ISIS 449710 29 0,2
ISIS 449711 26 0,2

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envié a Antech Diagnostics para mediciones de hematocrito
(HCT), asi como a las mediciones de varias células sanguineas, como WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos),
RBC y plaquetas, y el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 107 y 108. Esos
oligonucledtidos antisentido que no afectaron a una disminuciéon en el recuento de plaquetas de mas del 50 % y un
aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 107
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre factores hematoldgicos en ratones
CD1
RBC (/pl) Hemoglobina (g/dI) Hematocrito (%) WBC (/nl)
PBS 9,8 14,6 54 6
ISIS 449707 8,4 12,4 45 6
ISIS 449708 9,2 13,2 48 7
ISIS 449709 9,2 13,2 49 5
ISIS 449710 9,1 13,5 48 7
ISIS 449711 9,0 13,3 48 6
Tabla 108
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el recuento de células sanguineas
ratones CD1
Neutrdfilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Plaguetas (/nl)
PBS 15 80 3 1383
ISIS 449707 11 85 3 1386
ISIS 449708 17 77 5 1395
ISIS 449709 19 76 4 1447
ISIS 449710 15 81 3 1245
ISIS 449711 15 79 6 1225

Ejemplo 44: Tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos al Factor 11 humano en ratas Sprague—
Dawley

Cinco oligonucledtidos antisentido que se habian evaluado en ratones CD1 (Ejemplo 43) se evaluaron
adicionalmente en ratas Sprague-Dawley para detectar cambios en los niveles de diversos marcadores metabdlicos.

Tratamiento

Grupos de cuatro ratas Sprague Dawley fueron inyectados por via subcutanea dos veces por semana durante 6
semanas con 50 mg/kg de ISIS 449707, ISIS 449708, ISIS 449709, ISIS 449710 o ISIS 449711. Se inyectd un grupo
control de cuatro ratas Sprague Dawley por via subcutanea con PBS dos veces por semana durante 6 semanas. Las
mediciones de peso corporal se tomaron antes y durante todo el periodo de tratamiento. Tres dias después de la
Ultima dosis, se recogieron muestras de orina y luego se sacrificaron las ratas, se midieron los pesos de los érganos
y se recogio la sangre para su posterior analisis.

Peso corporal y peso del 6rgano

Los pesos corporales de las ratas se midieron al inicio del estudio y al final del estudio. Los cambios de peso
corporal se presentan en la Tabla 109 y se expresan como un aumento en gramos sobre el peso de control de PBS
tomado antes del inicio del tratamiento. Los pesos del higado, el bazo y el rifion se midieron al final del estudio, y
también se presentan en la Tabla 109 como un porcentaje del peso corporal. Esos oligonucleétidos antisentido que
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no afectaron a mas de seis veces los aumentos en el peso del higado y el bazo por encima del control de PBS se
seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 109
Cambio en el peso corporal y de los 6rganos de ratas Sprague Dawley después del tratamiento
con oligonucleoétidos antisentido
Peso corporal (g) Higado (%) Bazo (%) Rifi6n (%)
PBS 478 - - -
ISIS 449707 352 +41 +400 +80
ISIS 449708 382 +31 +259 +40
ISIS 449709 376 +8 +231 +19
ISIS 449710 344 +82 +302 +50
ISIS 449711 362 +52 +327 +72

Funcioén hepatica

Para evaluar el impacto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de ALT y AST usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville,
NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de alanina transaminasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST) y
los resultados se presentan en la Tabla 110 expresada en |U/L. Esos oligonucledtidos antisentido que no afectaron
un aumento en los niveles de ALT/AST por encima de siete veces los niveles de control se seleccionaron para
estudios adicionales. Los niveles plasmaticos de bilirrubina y albumina también se midieron y los resultados se
presentan en la Tabla 110 y se expresan en mg/dl. Aquellos oligonucledtidos antisentido que no afectaron un
aumento en los niveles de bilirrubina mas del doble de los niveles de control por tratamiento con oligonucledtidos
antisentido se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 110
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre marcadores metabdlicos
en el higado de ratas Sprague-Dawley
ALT (UIN) AST (UIN) Bilirrubina (mg/dl) Albumina
(mg/dl)
PBS 41 107 0,1 3,4
ISIS 449707 61 199 0,2 3,1
ISIS 449708 25 90 0,1 3,2
ISIS 449709 63 126 0,2 3,1
ISIS 449710 36 211 0,1 2,9
ISIS 449711 32 163 0,1 2,9

Funcién renal

Para evaluar el impacto de los oligonucleétidos ISIS en la funcién renal, se midieron las concentraciones plasmaticas
de BUN vy creatinina usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY).
Los resultados se presentan en la Tabla 111, expresados en mg/dl. Esos oligonucleétidos antisentido que no
afectaron mas de dos veces el aumento en los niveles de BUN en comparacion con el control de PBS se
seleccionaron para estudios posteriores. La proteina urinaria total y la proporcion de proteina urinaria a creatinina en
muestras totales de orina después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido se calculd y también se presenta
en la Tabla 111. Esos oligonucleétidos antisentido que no afectaron mas de cinco veces el aumento de las
proporciones proteina/creatinina en la orina al control PBS fueron seleccionados para estudios adicionales.
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Tabla 111
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre marcadores metabdlicos en el
rindn de ratas Sprague-Dawley
BUN (mg/dl) Creatinina (mg/dl) Relacion proteina en
orina/creatinina
PBS 22 0,4 1,5
ISIS 449707 24 0,4 3,2
ISIS 449708 24 0,4 57
ISIS 449709 24 0,4 3,4
ISIS 449710 29 0,3 59
ISIS 449711 28 0,4 7,3

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de ratas se envié a Antech Diagnostics para mediciones de hematocrito
(HCT), asi como a mediciones de varias células sanguineas, como WBC (neutrdfilos, linfocitos y monocitos), RBC y
plaquetas, y el contenido total de hemoglobina. Los resultados se presentan en las Tablas 112 y 113. Esos
oligonucledtidos antisentido que no afectaron a una disminuciéon en el recuento de plaquetas de mas del 50 % y un
aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se seleccionaron para estudios adicionales.

Tabla 112
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre factores hematolgdgicos en
ratas Sprague-Dawley
RBC (/pl) Hemoglobina (g/dI) Hematocrito (%) WBC (/nl)
PBS 8,2 15,1 50 16
ISIS 449707 6,0 12,0 40 20
ISIS 449708 6,6 12,2 40 22
ISIS 449709 6,9 12,6 41 14
ISIS 449710 6,3 12,5 41 13
ISIS 449711 6,4 12,6 43 13
Tabla 113
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre el recuento células sanguineas en
ratas Sprague-Dawley
Neutrdfilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Plaguetas (/nl)
PBS 12 84 2 1004
ISIS 449707 6 91 2 722
ISIS 449708 6 92 2 925
ISIS 449709 5 91 3 631
ISIS 449710 6 91 2 509
ISIS 449711 7 90 2 919

Ejemplo 45: Efecto farmacolégico dependiente de la dosis de oligonucleétidos antisentido dirigidos al factor
11 humano en monos cynomolgus

Se analizaron varios oligonucleétidos antisentido en monos cynomolgus para determinar los efectos farmacolégicos
de los oligonucledtidos sobre la actividad del Factor 11, la anticoagulaciéon y los tiempos de hemorragia, las
distribuciones de higado y rifién y la tolerabilidad. Todos los oligonucledtidos ISIS utilizados en este estudio se
dirigen al ARNm del Factor 11 humano y también son completamente reactivos con la secuencia del gen del mono
rhesus (véase la Tabla 44). Se espera que los oligonucledtidos de ISIS de mono rhesus sean completamente
reactivos de forma cruzada con la secuencia del gen del mono cynomolgus también. En el momento en que se
realiz6 el estudio, la secuencia genémica del mono cynomolgus no estaba disponible en la base de datos del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI); por lo tanto, la reactividad cruzada con la secuencia del gen del
mono cynomolgus no pudo ser confirmada.

Tratamiento

Grupos, cada uno de los cuales consistia en dos monos machos y tres hembras, se inyectaron subcutaneamente
con ISIS 416838, ISIS 416850, ISIS 416858, ISIS 416864 o ISIS 417002 en dosis crecientes. Se administro
oligonucleotido antisentido a los monos a 5 mg/kg tres veces por semana para la semana 1; 5 mg/kg dos veces por
semana durante las semanas 2 y 3; 10 mg/kg tres veces por semana durante la semana 4; 10 mg/kg dos veces por
semana durante las semanas 5 y 6; 25 mg/kg tres veces por semana durante la semana 7; y 25 mg/kg dos veces
por semana durante las semanas 8, 9, 10, 11 y 12. Un grupo de control, que consiste en dos monos machos y tres
hembras, se inyectd por via subcutanea con PBS de acuerdo con el mismo régimen de dosificacion. Un grupo

98



10

15

20

25

30

35

40

ES 2657679 T3

experimental adicional, que consiste en dos monos machos y tres hembras, se inyectd por via subcutanea con ISIS
416850 en un régimen de dosis cronica y mas baja. Se administré oligonucleétido antisentido a los monos a 5 mg/kg
tres veces por semana para la semana 1; 5 mg/kg dos veces por semana durante la semana 2 y 3; 10 mg/kg tres
veces por semana durante la semana 4; y 10 mg/kg dos veces por semana durante las semanas 5 a 12. Los pesos
corporales se midieron semanalmente. Se tomaron muestras de sangre 14 dias y 5 dias antes del inicio del
tratamiento y posteriormente una vez por semana para el analisis de la actividad proteica del factor 11 en plasma,
medicion de fibrinogeno, medidas de PT y aPTT, tiempos de sangrado y medicion de diversos factores
hematolégicos. El dia 85, los monos se sacrificaron mediante exanguinacion bajo anestesia profunda y se
recogieron los 6rganos para su posterior analisis.

Analisis de ARN

El dia 85, se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis de PCR en tiempo real del Factor 11 usando el
conjunto de sonda de cebador LTS00301 (secuencia de cebador directoACACGCATTAAAAAGAGCAAAGC,
designada en el presente documento como SEQ ID NO 271; secuencia de cebador inverso
CAGTGTCATGGTAAAATGAAGAATGG, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 272; y secuencia
de sonda TGCAGGCACAGCATCCCAGTGTTCTX, designada en el presente documento como SEQ ID NO. 273).
Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion del factor 11, en relacién con el control de PBS. Como se
muestra en la Tabla 114, el tratamiento con oligonucleétidos de ISIS dio como resultado una reduccion significativa
del ARNm de Factor 11 en comparacién con el control de PBS.

Tabla 114
nhibicion del ARNm del factor 11 en el higado de mono cynomolgus en relacion
con el control de PBS
N ISIS % de inhibicién
416838 37
416850 84
416858 90
416864 44
417002 57

Anélisis de proteinas

Las muestras de plasma de todos los grupos de monos tomadas en dias diferentes se analizaron mediante un
ensayo ELISA tipo sandwich (Affinity Biologicals Inc.) usando un anticuerpo policlonal anti-factor 11 purificado por
afinidad como el anticuerpo de captura y un anti-factor policlonal conjugado con peroxidasa 11 anticuerpo como el
anticuerpo de deteccion. El plasma de mono se diluyd 1:50 para el ensayo. La actividad de la peroxidasa se expreso
por incubacion con el sustrato o-fenilendiamina. El color producido se cuantificé usando un lector de microplacas a
490 nm y se considero que era proporcional a la concentracion del Factor 11 en las muestras.

Los resultados se presentan en la Tabla 115, expresada como reduccién porcentual en relacion con la del control de
PBS. El tratamiento con ISIS 416850 e ISIS 416858 dio como resultado una disminuciéon dependiente del tiempo en
los niveles de proteina.

Tabla 115

Inhibicién de la proteina del factor 11 en el higado de mono cynomolgus en relacién con el control de PBS

Dias ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*

-14 0 0 0 0 0 0
-5 0 0 0 5 0 1
8 3 8 6 7 0 6
15 4 4 16 9 4 13
22 5 11 23 7 2 12
29 8 15 28 10 8 20
36 11 17 35 9 8 22
43 5 23 39 9 9 24
50 8 42 49 10 13 30
57 10 49 60 7 24 34
64 11 55 68 5 26 37
71 12 57 71 10 30 M
78 10 63 73 9 22 42
85 10 64 78 8 23 34
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Ensayo de PT y aPTT

Las muestras de sangre se recogieron en tubos que contienen citrato de sodio. PT y aPTT se determinaron por
duplicado con un instrumento de coagulacion ACL 9000 (Instrumentation Laboratory, Italia). Los resultados se
interpolaron en una curva estandar de diluciones en serie de plasma de mono de control citrado probado para dar un
resultado informado en porcentaje normal.

El tiempo de protrombina (PT) y el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) se midieron utilizando plasma
pobre en plaquetas (PPP) de monos tratados con oligonucleotidos ISIS. Los valores de PT y aPTT se proporcionan
en las Tablas 116 y 117 y se informan como valores de Relacion Internacional Normalizada (INR). Los valores de
INR para PT y aPTT se determinaron dividiendo el valor de PT o aPTT para cada grupo experimental por el PT o
aPTT para el grupo tratado con PBS. Esta relacion se elevé a la potencia del indice de Sensibilidad Internacional
(ISI) del factor tisular utilizado. El oligonucledtido ISIS, ISIS 416850, administrado con el régimen de dosis cronica se
distingue de los otros oligonucleétidos con un asterisco (*).

Como se muestra en la Tabla 116, PT no se prolongé significativamente en monos tratados con oligonucleétidos
ISIS en el régimen de dosis creciente o en el régimen de dosis cronica. Sin embargo, el TTPa se prolongd de una
manera dependiente de la dosis, como se presenta en la Tabla 117. Estos datos sugieren que la reduccion
antisentido del Factor 11 afecta la via de activacion de contacto, pero no la via extrinseca de la coagulacion
sanguinea. Por lo tanto, la reduccion antisentido del factor 11 es util para inhibir la formacion de un trombo o coagulo
en respuesta a una pared vascular anormal, pero no en respuesta a la lesion tisular.

Tabla 116
Efecto de oligonucledtidos antisentido de ISIS sobre la relacion de PT en monos cynomolgus

dia ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
-14 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
-5 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
8 1,03 1,00 1,05 1,02 1,02 1,03
15 1,03 1,02 1,07 1,07 1,04 1,06
22 1,07 1,02 1,06 1,03 1,04 1,06
29 1,03 1,03 1,08 1,06 1,01 1,00
36 1,05 1,02 1,07 1,06 1,05 1,06
43 1,03 1,01 1,08 1,04 1,03 1,02
50 1,02 1,02 1,03 1,01 0,99 0,98
57 1,04 1,04 1,09 1,08 1,03 n.d.
64 1,04 1,03 1,09 1,10 1,03 n.d.
71 1,02 1,03 1,07 1,07 0,99 n.d.
78 1,04 1,05 1,10 1,08 1,02 n.d.
85 1,05 1,04 1,07 1,13 1,02 n.d.

n.d.= sin datos

Tabla 117
Efecto de oligonucledtidos antisentido de ISIS sobre la relacion de aPTTen monos cynomolgus

dia ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
-14 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
-5 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
8 1,07 1,05 1,03 1,05 1,05 1,12
15 1,05 1,05 1,07 1,03 1,03 1,07
22 1,20 1,13 1,18 1,11 1,16 1,21
29 1,19 1,13 1,20 1,13 1,11 1,26
36 1,20 1,26 1,36 1,19 1,18 1,34
43 1,18 1,17 1,28 1,07 1,06 1,22
50 1,25 1,68 1,55 1,26 1,18 1,35
57 1,21 1,59 1,59 1,19 1,22 n.d.
64 1,18 1,64 1,60 1,12 1,11 n.d.
71 1,15 1,76 1,70 1,18 1,16 n.d.
78 1,19 1,88 1,79 1,18 1,18 n.d.
85 1,22 1,99 1,76 1,25 1,20 n.d.

n.d.= sin datos

Andlisis de actividad proteica

Se recogieron muestras de sangre en diversos puntos de tiempo y se midid la proenzima del Factor 11 usando un
ensayo de F11 basado en el tiempo de coagulacion. Los tiempos de coagulacion se determinaron por duplicado con
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un instrumento de coagulacion semiautomatico ST4 (Diagnostica Stago, NJ). Treinta yl de plasma de muestra
citrado diluido 1/20 en tampon HEPES-NaCl con BSA se incubaron con 30 pul de reactivo aPTT (Automated aPTT,
Organon Technika, NC) y 30 ul de citrato deficiente en plasma de Factor 11 (George King Bio-Medical Inc.) a 37 ° C
durante 5 min, seguido de la adicién de 30 uyl de CaCl 25 mM; para iniciar la coagulacion. Los resultados se
interpolaron en una curva estandar de plasma de control citrado diluido en serie.

Los resultados se presentan en la Tabla 118 como porcentaje de inhibicion de la actividad del Factor 11, con
relacion al control con PBS. El oligonucledtido ISIS, ISIS 416850, administrado con el régimen de dosis crénica se
distingue de los otros oligonucledtidos con un asterisco (*).

Tabla 118
Inhibicién de la proteina del factor 11 por oligonucledtidos antisentido 1SIS administrados en dosis
creciente/régimen de dosis cronica en monos cynomolgus
Dias ISIS 416838 | ISIS 416850 | ISIS 416858 | ISIS 416864 | ISIS 417002 | ISIS 416850*
antes/después del
tratamiento
-14 0 0 0 0 0 0
-5 0 0 0 5 0 1
8 3 8 6 7 0 6
15 4 4 16 9 4 13
22 5 11 23 7 2 12
29 8 15 28 10 8 20
36 11 17 35 9 8 24
43 5 23 39 9 9 24
50 8 42 49 10 13 30
57 10 49 60 7 24 n.d.
64 11 55 68 5 26 n.d.
71 12 57 71 10 30 n.d.
78 10 63 73 9 22 n.d.
85 10 64 78 8 23 n.d.
n.d.=no data

Ensayo de fibrinbgeno

Se recogieron nueve partes de plasma de mono fresco en una parte de citrato trisédico. Las muestras se evaluaron
de contenido de fibrinbgeno usando un instrumento de coagulacion ACL 9000 (Instrumentation Laboratory, Italia).
Los resultados se presentan en la Tabla 119 expresada en mg/dl. El oligonucleodtido I1SIS, ISIS 416850, administrado
con el régimen de dosis cronica se distingue de los otros oligonucledétidos con un asterisco (*)).

Tabla 119
Efecto de oligonucledtidos antisentido de ISIS sobre los niveles de fibrinbgeno en monos cynomolgus
Dias PBS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS
antes/después del 416838 416850 416858 416864 417002 416850*
tratamiento
-14 296 251 310 277 300 291 274
-5 246 205 261 246 243 222 227
8 245 209 281 246 227 221 232
15 207 198 270 219 210 195 174
22 219 183 243 222 184 199 192
29 231 184 234 220 205 199 192
36 235 182 232 225 202 191 185
43 231 186 219 229 198 187 194
50 251 216 215 259 233 236 204
57 235 190 186 225 200 201 n.d.
64 240 190 190 236 218 236 n.d.
71 233 199 178 239 245 228 n.d.
78 234 189 177 234 250 221 n.d.
85 246 196 187 243 240 224 n.d.
n.d.= sin datos

Ensayo hemorréagico

En dias diferentes durante el periodo de tratamiento, se realizd un ensayo de sangrado usando un dispositivo
Surgicutt Jr. (ITC, New Jersey). Monos fueron colocados en una silla de mono con su brazo colocado en un soporte
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constante. El brazo se rasurd ligeramente y se colocd un esfigmomanodmetro en la parte superior del brazo. El
manguito del esfigmomanoémetro se infl6 a 40 mm Hg y esta presion se mantuvo durante todo el procedimiento. El
area de la parte superior del brazo que se va a incidir se limpié con un hisopo antiséptico y se utilizé el dispositivo
Surgicutt Jr para realizar una incision sobre la superficie lateral del antebrazo, paralela y 5 cm por debajo del pliegue
antecubital. En el momento exacto en que se realizé la incision, se inicié un crondmetro. Cada 30 segundos, la
sangre de la incisién se borré con un papel secante sin tocar directamente la incision, por lo que no se altero la
formacion del tapon de plaquetas. La sangre se borré cada 30 segundos hasta que la sangre ya no mancho el papel.
El crondmetro se detuvo y se determiné el tiempo de sangrado. El esfigmomandémetro se retird del brazo del animal,
el sitio de la incision se limpié con un hisopo antiséptico y se aplico una tira de cierre de la herida. Los resultados se
proporcionan en la Tabla X, expresada en segundos. Los resultados se proporcionan en la Tabla 120. El
oligonucledtido ISIS, ISIS 416850, administrado con el régimen de dosis crénica se distingue de los otros
oligonucledtidos con un asterisco (*).

Estos datos sugieren que el potencial hemorragico de los compuestos proporcionados En el presente documento es
bajo.

Tabla 120
Ensayo de sangrado en monos cinomolgos
Dias PBS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS
antes/después del 416838 416850 416858 416864 417002 416850*
tratamiento
-14 147 200 172 154 166 185 177
-5 153 150 127 149 111 175 93
15 111 167 165 146 153 174 149
22 113 165 151 100 133 194 143
36 174 166 137 206 205 186 221
43 157 120 216 111 146 120 156
57 147 238 195 138 216 206 n.d.
64 113 131 201 113 218 146 n.d.
78 114 145 203 186 170 163 n.d.
85 147 201 201 191 203 182 n.d.

Ensayo de agregacion de plaquetas

La agregacion de plaquetas se inici6 afiadiendo 1 mmol/l de ADP y/o 3 ug de colageno (dependiendo del dia de
recogida, como se describe en la Tabla 121) a las muestras de plasma, y se dejé que avanzara durante 10 minutos.
La agregacion se caracterizd por registrar el cambio en la resistencia o impedancia eléctrica y el cambio en la
pendiente inicial de agregacion después del cambio de forma de plaquetas. La prueba de agregacion se realizé dos
veces por muestra en cada dia de recoleccion y se tomo el valor promedio. El oligonucleétido ISIS, ISIS 416850,
administrado con el régimen de dosis crénica se distingue de los otros oligonucleétidos con un asterisco (*)

Tabla 121
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la agregacion de plaquetas en monos
cynomolgus en Ohmios

Dia-5 | Dia15 | Dia36 | Dia43 | Dia57 | Dia64 | Dia78 | Dia85 Dia 85
(con (con (con (con (con (con (con (con (con
colageno| ADP) ADP) |colageno| ADP) |colageno| ADP) ADP) | colageno)

) ) )

PBS 17 15 7 14 16 13 12 16 17
ISIS 416838 15 15 8 16 7 13 11 15 24
ISIS 416850 23 12 16 16 18 17 9 22 26
ISIS 416858 22 19 17 16 11 14 8 18 23
ISIS 416864 27 20 17,8 20 18 17 13 22 28
ISIS 417002 21 16 13,9 19 18 18 18 22 24
ISIS 416850* 21 14 11,6 21 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.=no data

Los pesos corporales se tomaron una vez a la semana durante todo el régimen de dosificacion. Las medidas de
cada grupo se dan en la Tabla 122 expresadas en gramos. Los resultados indican que el tratamiento con los
oligonucledtidos antisentido no caus6 ningin cambio adverso en la salud de los animales, lo que puede haber
producido una alteracion significativa en el peso en comparacion con el control de PBS. Se tomaron los pesos de los
organos después de que se sacrificaron los animales y se recogieron y pesaron higados, rifiones y bazos. Los
resultados se presentan en la Tabla 123 y tampoco muestran una alteracion significativa en los pesos en
comparacién con el control de PBS, excepto ISIS 416858, que muestra un aumento en el peso del bazo. El
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oligonucledtido ISIS, ISIS 416850, administrado con el régimen de dosis crénica se distingue de los otros
oligonucledtidos con un asterisco (*).

Tabla 122
Medicinas corporales de pesos (g de monos cinologomos
dia | PBS | ISIS 416838 | ISIS 416850 | ISIS 416858 | ISIS 416864 | ISIS 417002 | I1SIS 416850*
1 2780 2720 2572 2912 2890 2640 2665
8 | 2615 2592 2430 2740 2784 2523 2579
15 | 2678 2642 2474 2760 2817 2571 2607
22 | 2715 2702 2514 2800 2857 2617 2661
29 | 2717 2689 2515 2763 2863 2622 2667
36 | 2738 2708 2545 2584 3327 2631 2656
43 | 2742 2700 2544 2607 3355 2630 2670
50 | 2764 2731 2613 2646 3408 2652 2679
57 | 2763 2737 2629 2617 3387 2654 n.d.
64 | 2781 2746 2642 2618 3384 2598 n.d.
71 | 2945 2869 2769 2865 2942 2727 n.d.
78 | 2815 2766 2660 2713 2822 2570 n.d.
n.d.=no data
Tabla 123
Pesos de érganos (g) de monos cynomolgus después del tratamiento con oligonucleétidos
antisentido
Higado Bazo Rifion
PBS 46 4 11
ISIS 416838 63 5 12
ISIS 416580 64 4 16
ISIS 416858 60 12 13
ISIS 416864 53 5 14
ISIS 417002 51 5 15

Funcioén hepatica

Para evaluar el impacto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato
transaminasa) y los resultados se presentan en las tablas 124 y 125 expresados en IU/L. Esos oligonucledtidos
antisentido que no afectaron un aumento en los niveles de ALT/AST por encima de siete veces los niveles de control
se seleccionaron para estudios adicionales. Los niveles plasmaticos de bilirrubina también se midieron y los
resultados se presentan en la Tabla 126 expresada en mg/dl. Aquellos oligonucledtidos antisentido que no afectaron
un aumento en los niveles de bilirrubina mas del doble de los niveles de control por tratamiento con oligonucleétidos
antisentido se seleccionaron para estudios adicionales. El oligonucleétido ISIS, I1SIS 416850, administrado con el
régimen de dosis cronica se distingue de los otros oligonucleotidos con un asterisco (*).

Table 124
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos en el higado de monos cynomolgus
Dias PBS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS 416850*
antes/después del 416838 416850 416858 416864 417002
tratamiento
-14 57 76 54 47 54 61 80
22 39 36 41 28 37 36 42
43 36 35 43 36 36 35 41
64 38 40 60 47 43 42 n.d.
85 34 41 75 50 43 116 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 125
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos sobre AST (UI) n el higado de monos cynomolgus
Dias PBS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS 416850*
antes/después del 416838 416850 416858 416864 417002
tratamiento
-14 71 139 81 58 76 114 100
22 43 39 45 38 41 44 39
43 38 32 50 39 40 42 40
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Efecto del tratamiento con oligonucledtidos sobre AST (UI) n el higado de monos cynomolgus
Dias PBS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS 416850*
antes/después del 416838 416850 416858 416864 417002
tratamiento
64 35 33 56 50 46 37 n.d.
85 41 30 82. 49 56 50 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 126
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos sobre bilirrubina (mg/dl) en el higado de monos cynomolgus
Dias antes/después | PBS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS
del tratamiento 416838 416850 416858 416864 417002 416850*
-14 0,24 0,26 0,21 0,27 0,31 0,26 0,28
22 0,16 0,17 0,13 0,18 0,22 0,20 0,19
43 0,17 0,17 0,13 0,14 0,17 0,21 0,18
64 0,19 0,15 0,14 0,12 0,16 0,14 n.d.
85 0,20 0,13 0,14 0,14 0,17 0,12 n.d.
n.d.= sin datos

Funcién renal

Para evaluar el impacto de los oligonucleétidos ISIS en la funcion renal, se recogieron muestras de orina. La relacion
de proteina urinaria a creatinina en muestras de orina después del tratamiento con oligonucledtidos antisentido se
calculd y se presenta en la Tabla 127. Se seleccionaron aquellos oligonucledtidos antisentido que no afectaron mas
de un aumento de cinco veces en las proporciones proteina/creatinina en orina en comparacion con el control PBS
para mas estudios.

Tabla 127
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la proporcion
proteina/creatinina en la orina en monos cinomolgos
Dia 80 Dia 84
PBS 0,09 0,10
ISIS 416838 0,13 0,13
ISIS 416850 0,09 0,12
ISIS 416858 0,10 0,07
ISIS 416864 0,36 0,34
ISIS 417002 0,18 0,24

Determinacion de la concentracion de oligonucledtidos

Se evaluaron la concentracion del oligonucleétido de longitud completa asi como la degradacion y eliminacion del
oligonucledtido del tiempo transcurrido desde el higado y el rifion. El método utilizado es una modificacion de
métodos previamente publicados (Leeds et al., 1996; Geary et al., 1999) que consisten en una extraccion de fenol-
cloroformo (liquido-liquido) seguido de una extraccion en fase sélida. Se afiadié un patrén interno (ISIS 355868, un
oligonucledtido de fosforotioato modificado con 2'-O-metoxietilo 27-mer, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
designado En el presente documento como SEQ ID NO: 270) antes de la extraccion. Las concentraciones de
muestra de tejido se calcularon usando curvas de calibracién, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de
aproximadamente 1,14 ug/g. Las vidas medias se calcularon utilizando el software WinNonlin (PHARSIGHT). Los
resultados se presentan en las Tablas 128 y 129, expresados como ug/g de tejido hepatico o renal..

Tabla 128
Concentracion de oligonucleétidos de longitud completa (ug/g) en el higadoy
rinén de monos cinomolgos
N° ISIS Rifion Higado
416838 1339 1087
416850 2845 1225
416858 1772 1061
416864 2093 1275
417002 2162 1248
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Tabla 129
Concentracion de oligonucleétidos totales (ug/g) en el higadoy rifién de
monos cinomolgos
N° ISIS Rifidn Higado
416838 1980 1544
416850 3988 1558
416858 2483 1504
416864 3522 1967
417002 3462 1757

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de monos se envio6 al Instituto Coreano de Toxicologia (KIT) para analisis de
HCT, MCV, MCH y MCHC, asi como mediciones de varias células sanguineas, como WBC (neutrdfilos, linfocitos,
monocitos, eosinofilos, basofilos , reticulocitos), glébulos rojos, plaquetas y contenido total de hemoglobina. Los
resultados se presentan en las tablas 130-143. Esos oligonucleétidos antisentido que no afectaron una disminucion
en el recuento de plaquetas de mas del 50 % y un aumento en el recuento de monocitos de mas de tres veces se
seleccionaron para estudios posteriores. El oligonucleétido ISIS, I1SIS 416850, administrado con el régimen de dosis
cronica se distingue de los otros oligonucleétidos con un asterisco (*).

Tabla 130
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en el recuento de globulos blancos (x10)%/nl) en monos
cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
dia—14 | 14 12 13 14 13 13 15
dia—-5 13 12 13 14 13 14 15
dia 8 10 10 10 12 11 10 13
dia 15 10 10 9 11 10 10 16
dia 22 12 11 10 11 10 10 15
dia 29 11 11 11 12 10 10 14
dia 36 10 10 10 12 10 11 16
dia 43 10 10 9 11 10 10 15
dia 50 12 11 11 13 12 13 15
dia 57 11 12 11 13 12 12 n.d.
dia 64 11 13 11 12 11 11 n.d.
dia 71 15 15 15 13 14 12 n.d.
dia78 10 11 12 11 11 9 n.d.
dia 85 10 12 15 11 12 10 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 131
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el recuento de gldbulos rojos (x108/ul) en monos
cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
dia—14 | 5,7 5,6 53 5,6 55 5,6 55
dia-5 | 57 5,6 55 5,6 5,6 5,6 55
dia 8 57 57 54 5,6 57 5,6 55
dia15 | 5,6 5,6 53 54 57 54 53
dia22 | 55 54 5 53 53 52 5,1
dia29 | 5,6 53 4,9 53 53 52 52
dia36 | 57 55 53 55 5,6 54 53
dia43 | 57 5,6 52 55 55 54 52
dia50 | 5,8 55 52 55 5,6 54 53
dia57 | 5,7 55 52 5,6 55 4,9 n.d.
dia64 | 58 5,6 54 57 5,6 54 n.d.
dia 71 5,6 55 54 5,6 5,6 55 n.d.
dia78 | 5,6 54 53 54 53 54 n.d.
dia85 | 5,6 55 55 55 54 54 n.d.

n.d.= sin datos
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Tabla 132
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre la hemoglobina (g/dl) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
dia—14 | 13,2 12,9 12,4 13,2 12,7 13,0 12,8
dia-5 | 13,1 13,1 12,7 13,2 13,0 13,2 12,8
dia 8 13,1 12,9 12,4 12,8 12,7 12,8 12,5
dia15 | 12,9 12,9 12,1 12,6 12,8 12,3 12,2
dia22 | 12,7 12,5 11,6 12,4 12,1 12,1 11,7
dia29 | 12,8 12,4 11,5 12,3 12,1 12,0 12,0
dia36 | 13,0 12,8 12,2 12,6 12,5 12,5 12,3
dia43 | 12,9 12,7 11,8 12,4 12,2 12,3 11,8
dia50 | 12,6 12,3 11,8 12,2 12,1 12,3 11,9
dia57 | 13,1 12,6 12,1 12,7 12,3 11,3 n.d.
dia64 | 13,1 12,6 12,3 12,8 12,1 12,2 n.d.
dia71 | 12,9 12,7 12,3 12,7 12,2 12,5 n.d.
dia78 | 13,0 12,5 12,2 12,4 11,9 12,4 n.d.
dia85 | 13,2 12,4 12,7 11,9 12,3 12,2 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 133
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el hematocrito (%) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
dia—14 | 46 42 41 43 43 44 44
dia—-5 44 42 43 42 44 45 43
dia 8 44 43 43 43 44 44 43
dia 15 44 42 40 40 42 40 40
dia 22 45 43 41 41 42 41 40
dia 29 46 43 41 41 43 42 42
dia 36 46 43 42 40 42 42 41
dia 43 46 43 40 40 42 41 40
dia 50 48 44 42 41 44 43 42
dia 57 46 43 42 41 42 38 n.d.
dia 64 47 44 43 42 42 41 n.d.
dia 71 46 44 43 42 44 43 n.d.
dia78 43 41 41 39 39 40 n.d.
dia 85 43 42 42 39 40 41 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 134
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en MCV (fl) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
dia—14 | 81 77 78 77 79 79 81
dia—-5 78 76 77 75 79 80 78
dia 8 77 77 80 77 78 79 79
dia 15 78 75 76 74 74 76 75
dia 22 84 80 83 77 79 79 79
dia 29 83 81 83 78 80 81 82
dia 36 81 78 80 75 76 78 76
dia 43 80 78 79 74 77 77 77
dia 50 84 80 83 76 79 80 80
dia 57 82 79 80 74 77 80 n.d.
dia 64 81 79 79 73 75 76 n.d.
dia 71 84 80 80 75 79 78 n.d.
dia78 78 76 79 72 74 75 n.d.
dia 85 77 77 77 72 74 76 n.d.

n.d.= sin datos
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Tabla 135
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en MCH (pgl) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
Dia-14 | 23 23 23 24 23 24 24
Dia -5 23 23 23 23 23 24 23
Dia 8 23 23 23 23 23 23 23
Dia15 | 23 23 23 23 23 23 23
Dia22 | 23 23 24 24 23 23 23
Dia29 | 23 23 23 23 23 23 23
Dia36 | 23 23 23 23 23 23 23
Dia43 | 23 23 23 23 22 23 23
Dia50 | 22 23 23 23 22 23 23
Dia57 | 23 23 23 22 23 23 n.d.
Dia64 | 23 23 22 22 23 22 n.d.
Dia 71 23 23 23 22 23 23 n.d.
Dia78 | 23 23 23 23 23 23 n.d.
Dia85 | 23 23 22 22 23 23 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 136
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el MCHC(g/dl) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
Dia-14 | 29 30 30 31 29 30 29
Dia -5 30 31 30 31 29 30 30
Dia 8 30 30 29 30 29 29 29
Dia15 | 30 31 30 31 30 31 30
Dia22 | 28 29 28 30 29 29 29
Dia29 | 28 29 28 30 29 29 28
Dia36 | 28 30 29 31 30 30 30
Dia43 | 28 30 29 31 29 30 30
Dia50 | 26 28 28 30 28 29 29
Dia57 | 29 29 29 31 29 29 n.d.
Dia64 | 28 29 29 30 29 30 n.d.
Dia 71 28 29 28 30 28 29 n.d.
Dia 78 30 30 29 32 30 31 n.d.
Dia85 | 31 30 30 31 30 30 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 137
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en el recuento de plaquetas (x10)/nl) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
Dia-14 | 349 377 528 419 434 442 387
Dia-5 | 405 425 573 463 456 466 434
Dia 8 365 387 548 391 438 435 401
Dia15 | 375 387 559 400 439 410 396
Dia22 | 294 319 466 316 364 377 347
Dia29 | 311 337 475 336 397 410 370
Dia36 | 326 370 505 371 428 415 379
Dia43 | 336 365 490 342 351 393 391
Dia50 | 379 372 487 331 419 389 351
Dia 57 | 345 371 528 333 409 403 n.d.
Dia64 | 329 358 496 295 383 436 n.d.
Dia71 | 322 365 465 286 394 490 n.d.
Dia78 | 309 348 449 262 366 432 n.d.
Dia85 | 356 344 458 267 387 418 n.d.

n.d.= sin datos
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Tabla 138
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los reticulocitos (%) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
Dia-14 | 1,4 1,0 1,7 1,0 0,9 0,9 1,1
Dia -5 1,0 0,9 1,2 0,9 0,9 0,8 0,8
Dia 8 1,0 1,2 1,2 1,2 0,8 1,1 1,1
Dia15 | 1,5 1,2 1,9 1,6 0,8 1,1 1,0
Dia22 | 1,2 1,2 1,9 1,3 0,9 1,2 1,0
Dia29 | 1,6 1,6 2,5 1,5 1,3 1,6 1,4
Dia36 | 1,7 1,6 2,2 1,6 1,3 1,3 1,3
Dia43 | 1,3 1,2 1,6 1,3 1,1 1,1 1,0
Dia50 | 1,6 1,6 2,7 1,5 1,3 1,6 1,2
Dia57 | 1,8 1,5 2,0 1,4 1,0 4,6 n.d.
Dia64 | 1,3 1,3 1,7 1,0 0,8 1,3 n.d.
Dia 71 1,6 1,3 1,8 1,3 1,0 1,3 n.d.
Dia78 | 15 1,4 1,8 1,2 1,2 1,3 n.d.
Dia85 | 15 1,5 23 1,3 1,5 1,4 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 139
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre neutréfilos (%) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
Dia-14 | 40 36 49 37 53 43 48
Dia -5 37 35 52 46 51 43 53
Dia 8 54 42 57 51 52 46 53
Dia15 | 49 43 58 54 59 57 73
Dia22 | #1 37 57 47 59 55 64
Dia29 | 44 36 53 43 44 45 42
Dia 36 37 39 57 47 58 61 72
Dia43 | 40 30 50 45 57 57 61
Dia 50 36 31 45 46 49 61 62
Dia57 | 41 32 49 44 57 54 n.d.
Dia64 | 40 30 41 37 49 55 n.d.
Dia 71 38 28 27 26 42 34 n.d.
Dia78 | 42 35 42 39 48 51 n.d.
Dia85 | 30 22 60 40 39 36 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 140
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los linfocitos (%) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
Dia-14 | 54 59 47 58 42 53 47
Dia -5 56 59 43 49 44 53 43
Dia 8 43 54 39 45 45 50 44
Dia15 | 47 53 38 43 38 40 24
Dia 22 54 59 39 49 37 41 33
Dia 29 51 59 43 51 51 50 53
Dia 36 58 57 39 49 38 35 26
Dia 43 55 65 45 51 39 39 36
Dia 50 59 64 49 48 46 34 35
Dia 57 55 63 45 51 39 40 n.d.
Dia 64 56 64 53 56 46 39 n.d.
Dia 71 56 65 61 66 52 59 n.d.
Dia 78 53 60 51 54 46 41 n.d.
Dia85 | 63 72 34 52 54 56 n.d.

n.d.= sin datos
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Tabla 141
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los eosindfilos (%) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
Dia-14 | 1,3 0,6 1,0 0,7 1,0 0,3 0,5
Dia -5 1,5 0,6 1,6 1,3 0,9 0,3 0,7
Dia 8 0,9 0,4 1,1 0,3 0,7 0,2 0,5
Dia15 | 0,7 0,3 1,0 0,3 0,5 0,1 0,2
Dia22 | 0,9 0,5 0,7 0,6 0,9 0,3 0,5
Dia29 | 0,9 0,3 1,2 0,6 0,9 0,3 0,8
Dia36 | 0,9 0,5 1,7 0,4 0,6 0,2 0,4
Dia43 | 0,9 0,6 1,2 0,3 0,6 0,2 0,4
Dia50 | 1,2 0,8 1,2 0,4 0,7 0,1 0,3
Dia57 | 0,7 0,6 1,0 0,3 0,4 0,2 n.d.
Dia64 | 1,0 0,7 1,3 0,4 0,7 0,2 n.d.
Dia 71 1,6 0,8 1,8 0,9 1,1 0,3 n.d.
Dia78 | 1,0 0,9 1,0 0,5 1,2 0,1 n.d.
Dia85 | 1,3 1,5 1,2 0,6 1,6 0,2 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 142
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los monocitos (%) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 | ISIS 416850 | ISIS 416858 | ISIS 416864 | I1SIS 417002 | ISIS 416850*
Dia -14 3,3 3,1 23 2,8 2,8 3,0 2,9
Dia -5 3,8 3,6 2,8 2,8 3,3 3,2 24
Dia 8 23 2,5 1,8 2,7 2,1 3,3 1,8
Dia 15 2,7 24 2,0 2,2 24 23 1,5
Dia 22 3,4 2,9 24 2,8 2,8 3,1 1,9
Dia 29 3,3 3,2 2,7 3,8 3,4 3,5 2,7
Dia 36 3,1 2,5 2,1 2,9 23 2,6 1,5
Dia 43 3,5 3,3 2,6 3,1 2,1 2,8 1,8
Dia 50 2,6 3,2 3,7 4,6 2,9 3,1 1,8
Dia 57 2,6 3,2 n.d.3,2 3,8 24 3,6 n.d.
Dia 64 2,6 3,5 n.d.3,5 4,4 2,8 4,0 n.d.
Dia 71 3,4 4,3 n.d.4,7 4,9 3,7 4,7 n.d.
dia78 3,3 3,6 n.d.4,5 4,9 3,7 4,7 n.d.
Dia 85 4,4 3,7 n.d.3,5 6,1 3,7 53 n.d.
n.d.= sin datos
Tabla 143
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los basdfilos (%) en monos cinomolgos
PBS | ISIS 416838 ISIS 416850 ISIS 416858 ISIS 416864 ISIS 417002 ISIS 416850*
Dia-14 | 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2
Dia-5 | 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3
Dia 8 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3
Dia15 | 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Dia22 | 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
Dia29 | 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3
Dia36 | 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0,2 0,1
Dia43 | 0,3 0,4 0,3 0,3 0,4 0,3 0,2
Dia50 | 0,4 0,3 0,3 0,4 0,4 0,3 0,2
Dia57 | 0,2 0,3 0,4 0,2 0,3 0,3 n.d.
Dia64 | 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 n.d.
Dia 71 0,2 0,5 0,3 0,4 0,4 0,3 n.d.
Dia78 | 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3 0,3 n.d.
Dia85 | 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 n.d.

n.d.= sin datos

Ensayos de citocinas y quimiocinas

Las muestras de sangre obtenidas de los grupos de monos tratados con PBS, ISIS 416850 e ISIS 416858
administrados en el régimen de dosis creciente se enviaron a Pierce Biotechnology (Woburn, MA) para la medicion
de los niveles de quimioquinas y citoquinas. Los niveles de IL-1(3, IL-6, IFN-y y TNF-a se midieron usando los
respectivos anticuerpos de primate y se midieron los niveles de IL-8, MIP-1a, MCP-1, MIP-18 y RANTES usando los
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respectivos anticuerpos humanos de reaccién cruzada. Las mediciones se tomaron 14 dias antes del inicio del
tratamiento y el dia 85, cuando los monos se sacrificaron. Los resultados se presentan en las tablas 144 y 145.

Tabla 144
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los niveles de citocinas/quimiocinas (pg/ml) en
monos cynomolgus el dia -14

IL-1B | IL-6 | IFN—y TNF-a IL-8 MIP-1a MCP-1 MIP-1B | RANTES
PBS 16 10 114 a7 816 54 1015 118 72423
ISIS 416850 3 30 126 14 1659 28 1384 137 75335
ISIS 416858 5 9 60 9 1552 36 1252 122 112253
Tabla 145

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los niveles de citocinas/quimiocinas (pg/ml) en
monos cynomolgus el dia 85

IL-1B | IL-6 | IFN-y | TNF—a | IL-8 | MIP-1a MCP-1 MIP-18 | RANTES
PBS 7 4 102 34 87 23 442 74 84430
ISIS 416850 13 17 18 27 172 X 2330 216 83981
ISIS 416858 5 25 18 45 303 X 1752 221 125511

Ejemplo 46: Efecto farmacoldgico de oligonucleétidos antisentido dirigidos al factor 11 humano en monos
cynomolgus

Varios oligonucleétidos antisentido seleccionados de los estudios de tolerabilidad de roedores (Ejemplos 41-44) se
analizaron en monos cynomolgus para determinar sus efectos farmacolégicos, la eficacia relativa sobre la actividad
del Factor 11 y la tolerabilidad en un modelo de mono cynomolgus. Los oligonucleétidos antisentido también se
compararon con ISIS 416850 e ISIS 416858 seleccionados del estudio de monos descrito anteriormente (Ejemplo
45). Todos los oligonucleodtidos ISIS utilizados en este estudio se dirigen al ARNm del Factor 11 humano y también
son completamente reactivos con la secuencia del gen del mono rhesus (véanse las Tablas 44 y 46). Se espera que
los oligonucledtidos de ISIS de mono rhesus sean completamente reactivos de forma cruzada con la secuencia del
gen del mono cynomolgus también. En el momento en que se realizé el estudio, la secuencia genémica del mono
cynomolgus no estaba disponible en la base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI); por
lo tanto, la reactividad cruzada con la secuencia del gen del mono cynomolgus no pudo ser confirmada.

Tratamiento

Grupos, cada uno compuesto por dos monos machos y dos hembras, fueron inyectados por via subcutanea con 25
mg/kg de ISIS 416850, ISIS 449709, ISIS 445522, ISIS 449710, ISIS 449707, I1SIS 449711, ISIS 449708, 416858 e
ISIS 445531. Oligonucleodtido antisentido se administré a los monos a 25 mg/kg tres veces por semana durante la
semana 1y 25 mg/kg dos veces por semana durante las semanas 2 a 8. Un grupo de control, que constaba de dos
monos machos y dos hembras, se inyecto por via subcutanea con PBS segun el mismo régimen de dosificacion. Los
pesos corporales se tomaron 14 dias y 7 dias antes del inicio del tratamiento y luego se midieron semanalmente
durante todo el periodo de tratamiento. Se tomaron muestras de sangre 14 dias y 5 dias antes del inicio del
tratamiento y posteriormente varias veces durante el régimen de dosificacion para las mediciones de PTy aPTT, y la
medicion de diversos factores hematolodgicos. El dia 55, los monos se sacrificaron mediante exanguinacion bajo
anestesia profunda, y se recogieron los érganos para su posterior analisis.

Analisis de ARN

El dia 55, se extrajo el ARN del tejido hepatico para el andlisis de PCR en tiempo real del Factor 11 usando el
conjunto de sonda de cebador LTS00301. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion del factor 11,
en relacion con el control de PBS. Como se muestra en la Tabla 146, el tratamiento con ISIS 416850, ISIS 449709,
ISIS 445522, ISIS 449710, ISIS 449707, ISIS 449708, ISIS 416858 e ISIS 445531 dio como resultado una reduccion
significativa del ARNm del Factor 11 en comparacioén con el control de PBS.
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Tabla 146
Inhibicion del ARNm del factor 11 en el higado de mono
cynomolgus en relacién con el control de PBS
ID del oligo % de inhibicién
416850 68
449709 69
445522 89
449710 52
449707 47
449711 0
449708 46
416858 89
445531 66

Anélisis de proteinas

Las muestras de plasma de todos los grupos de monos tomadas en dias diferentes se analizaron mediante un
ensayo ELISA tipo sandwich (Affinity Biologicals Inc.) utilizando un anticuerpo policlonal anti-factor 11 purificado por
afinidad como anticuerpo de captura y un anti-factor policlonal conjugado con peroxidasa 11 anticuerpo como el
anticuerpo de deteccion. El plasma de mono se diluy6 1:50 para el ensayo. La actividad de la peroxidasa se expreso
por incubacién con el sustrato o-fenilendiamina. El color producido se cuantificé usando un lector de microplacas a
490 nm y se considerod que era proporcional a la concentracion del Factor 11 en las muestras.

Los resultados se presentan en la Tabla 147, expresados como reduccion porcentual en relacion con la del control
de PBS. El tratamiento con ISIS 416850, ISIS 449709, ISIS 445522 e ISIS 416858 dio como resultado una
disminucion dependiente del tiempo en los niveles de proteina.

Tabla 147

Inhibicién de la proteina del factor 11 en el higado de mono cynomolgus en relacién con el control de PBS

N ISIS Dia-14 | Dia-5 | Dia10 | Dia17 | Dia24 | Dia 31 Dia38 | Dia45 | Dia52 | Dia55
416850 0 0 20 31 38 52 51 53 53 58
449709 1 0 27 35 44 45 46 48 47 50
445522 2 0 36 50 61 70 73 77 80 82
449710 1 0 10 14 17 25 20 23 4 24
449707 0 0 16 19 21 29 28 35 29 32
449711 0 1 5 3 6 9 2 4 3 5
449708 1 0 7 15 3 14 9 2 6 6
416858 4 0 36 49 62 68 74 79 81 81
445531 0 1 9 22 23 27 29 32 32 37
Ensayo de PT y aPTT

El PT y el aPTT se midieron usando plasma pobre en plaquetas (PPP) de ratones tratados con oligonucleotidos
ISIS. Los valores de PT y aPTT se proporcionan en las Tablas 148 y 149 y se informan como valores de Relacion
Internacional Normalizada (INR). Los valores de INR para PT y aPTT se determinaron dividiendo el valor de PT o
aPTT para cada grupo experimental por el PT o aPTT para el grupo tratado con PBS. Esta relacion se elevo a la
potencia del indice de Sensibilidad Internacional (ISI) del factor tisular utilizado. Como se muestra en la Tabla 148,
PT no se prolongd significativamente en ratones tratados con oligonucleétidos ISIS. Sin embargo, el aPTT se
prolongé significativamente en grupos tratados con ISIS 416850, ISIS 445522 e ISIS 416858, como se presenta en
la Tabla 149. Estos datos sugieren que la reduccion antisentido del Factor 11 afecta la via de activacion de contacto,
pero no la via extrinseca de la coagulaciéon sanguinea. Por lo tanto, la reduccion antisentido del Factor 11 con estos
oligonucledtidos ISIS es util para inhibir la formacién de un trombo o coagulo en respuesta a una pared vascular
anormal, pero no en respuesta a la lesion tisular.

111




10

15

20

25

ES 2657679 T3

Tabla 148
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la relacién de PT en monos cynomolgus

Dia-14 | Dia-5 | Dia10 | Dia17 | Dia24 | Dia31 | Dia38 | Dia45 | Dia52 | Dia55
ISIS 416850 1,02 1,00 0,99 1,00 0,97 1,00 1,01 1,00 1,02 1,07
ISIS 449709 1,00 0,96 0,95 0,95 0,95 0,95 0,97 0,97 0,99 1,03
ISIS 445522 1,00 0,94 0,95 0,96 0,94 0,96 0,97 0,96 0,98 1,01
ISIS 449710 1,03 0,96 0,98 1,00 0,97 0,98 0,99 0,97 0,98 1,06
ISIS 449707 1,01 0,94 0,95 0,97 0,95 0,96 1,00 0,96 0,96 1,00
ISIS 449711 1,00 0,95 0,94 0,95 0,94 0,98 1,02 1,01 1,00 1,07
ISIS 449708 1,03 0,95 0,98 1,00 0,95 1,06 0,99 0,99 0,99 1,04
ISIS 416858 1,01 0,96 0,96 0,98 0,95 1,00 0,97 1,00 0,99 1,01
ISIS 445531 1,06 1,00 1,00 1,06 1,02 1,04 1,03 1,01 1,04 1,06

Tabla 149
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre la relacién de aPTT en monos cynomolgus

Dia-14 | Dia-5 | Dia10 | Dia17 | Dia24 | Dia31 | Dia38 | Dia45 | Dia52 | Dia55
ISIS 416850 0,99 0,90 0,98 1,01 1,05 1,22 1,25 1,34 1,32 1,45
ISIS 449709 0,99 0,91 0,99 1,03 1,05 1,08 1,08 1,15 1,09 1,17
ISIS 445522 0,96 0,91 1,06 1,10 1,14 1,25 1,32 1,39 1,39 1,42
ISIS 449710 1,07 0,98 1,00 0,97 1,00 1,04 1,02 1,06 1,03 1,07
ISIS 449707 0,90 0,87 0,92 0,94 0,93 0,95 0,99 1,00 0,99 1,04
ISIS 449711 0,94 0,96 0,92 0,90 0,92 0,89 0,93 0,94 0,92 0,96
ISIS 449708 1,07 1,01 1,06 1,05 1,01 1,09 1,06 1,06 1,08 1,11
ISIS 416858 1,03 0,96 1,07 1,13 1,21 1,32 1,41 1,49 1,53 1,61
ISIS 445531 1,00 0,89 0,95 1,05 1,00 1,07 1,06 1,13 1,15 1,19

Pesos corporales y de 6rganos

Los pesos corporales de cada grupo se dan en la Tabla 150 expresada en gramos. Los resultados indican que el
tratamiento con los oligonucleétidos antisentido no causo ninglin cambio adverso en la salud de los animales, lo que
puede haber producido una alteracion significativa del peso en comparacion con el control de PBS. Los pesos de los
organos se tomaron después de sacrificar a los animales el dia 55, y se recogieron higados, rifiones y bazos. Los
resultados se presentan en la Tabla 150 expresados como un porcentaje del peso corporal y tampoco muestran una
alteracion significativa en los pesos en comparacion con el control de PBS, con la excepcion de ISIS 449711, que
causé un aumento en el peso del bazo.

Tabla 150
Medicinas corporales de pesos (g de monos cinologomos
Dias| PBS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS ISIS
416850 | 449709 | 445522 | 449710 | 449707 | 449711 449708 | 416858 | 445531
-1412069| 2061 2044 2050 2097 2072 2049 2096 2073 2079
=7 (2107 2074 2093 2042 2114 2083 2105 2163 2092 2092
1 (2131 2083 2112 2047 2131 2107 2123 2130 2115 2125
8 [2186| 2072 2075 2094 2120 2088 2123 2148 2149 2119
15 2201 2147 2085 2092 2145 2120 2103 2125 2162 2109
22 |2206| 2139 2117 2114 2177 2142 2171 2110 2188 2143
29 |2204| 2159 2068 2125 2149 2155 2203 2095 2196 2148
36 |2246| 2136 2064 2121 2180 2158 2227 2100 2210 2191
43 |2304| 2186 2106 2142 2227 2197 2251 2125 2238 2233
50 |2274| 2143 2147 2127 2201 2185 2227 2076 2225 2197
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Tabla 151
Pesos de érganos (g) de monos cynomolgus después del tratamiento con oligonucleétidos
antisentido
Higado Bazo Rifion
PBS 23 0,16 0,48
ISIS 416850 2,5 0,17 0,51
ISIS 449709 2,6 0,21 0,57
ISIS 445522 2,6 0,23 0,55
ISIS 449710 2,6 0,24 0,58
ISIS 449707 2,5 0,24 0,53
ISIS 449711 2,6 0,32 0,54
ISIS 449708 2,6 0,19 0,60
ISIS 416858 2,6 0,24 0,47
ISIS 445531 2,8 0,24 0,49

Funcioén hepatica

Para evaluar el impacto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de ALT y AST usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville,
NY). Se midieron las concentraciones plasmaticas de alanina transaminasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST) y
los resultados se presentan en las tablas 152 y 153 expresados en IU/l. Los niveles plasmaticos de bilirrubina
también se midieron y los resultados se presentan en la Tabla 154 expresada en mg/dl. Como se observa en las
Tablas 152-154, no hubo aumentos significativos en ninguno de los marcadores metabdlicos hepaticos después del
tratamiento con oligonucleodtidos antisentido.

Tabla 152
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos en el higado de monos cynomolgus
Dia -14 Dia -5 Dia 31 Dia 55

PBS 57 55 53 57
ISIS 416850 48 42 45 55
ISIS 449709 73 77 65 102
ISIS 445522 43 45 40 60
ISIS 449710 37 42 37 45
ISIS 449707 54 56 52 63
ISIS 449711 49 137 48 54
ISIS 449708 48 54 44 46
ISIS 416858 43 66 46 58
ISIS 445531 84 73 57 73

Tabla 153
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos sobre AST (UI) n el higado de monos cynomolgus
Dia -14 Dia -5 Dia 31 Dia 55

PBS 65 45 44 47
ISIS 416850 62 45 46 57
ISIS 449709 62 51 45 71
ISIS 445522 62 47 46 79
ISIS 449710 52 38 37 64
ISIS 449707 64 53 50 52
ISIS 449711 58 78 47 47
ISIS 449708 74 53 56 50
ISIS 416858 64 100 60 69
ISIS 445531 78 46 47 49
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Tabla 154
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos sobre bilirrubina (mg/dl) en el higado de monos
cynomolgus
Dia -14 Dia -5 Dia 31 Dia 55
PBS 0,25 0,20 0,20 0,17
ISIS 416850 0,26 0,22 0,26 0,17
ISIS 449709 0,24 0,19 0,15 0,18
ISIS 445522 0,24 0,20 0,14 0,18
ISIS 449710 0,24 0,19 0,15 0,22
ISIS 449707 0,27 0,19 0,13 0,16
ISIS 449711 0,23 0,16 0,13 0,13
ISIS 449708 0,27 0,21 0,14 0,14
ISIS 416858 0,25 0,23 0,16 0,16
ISIS 445531 0,22 0,18 0,13 0,11

Funcién renal

Para evaluar el impacto de los oligonucledtidos ISIS en la funcidn renal, se recogieron muestras de orina en dias
diferentes. Los niveles de BUN se midieron en varios puntos de tiempo usando un analizador quimico clinico
automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY) y los resultados se presentan en la Tabla 155. La relacion de
proteina de orina a creatinina en muestras de orina después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido también
se calculd para el dia 49 y los resultados se presentan en la Tabla 156. Como se observo en las tablas 155 y 156, no
hubo aumentos significativos en ninguno de los marcadores metabdlicos del rifion después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido.

Tabla 155
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre los niveles de BUN (mgl/dl) en monos
cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 31 Dia 55
PBS 22 21 22 22
ISIS 416850 24 23 21 26
ISIS 449709 22 21 20 28
ISIS 445522 23 22 22 22
ISIS 449710 19 19 19 23
ISIS 449707 25 21 21 20
ISIS 449711 26 22 20 23
ISIS 449708 25 23 23 23
ISIS 416858 25 24 23 24
ISIS 445531 22 18 20 22
Tabla 156
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre la proporcion
proteina/creatinina en la orina en monos cinomolgos
Relacion proteina en orina/creatinina
PBS 0,02
ISIS 416850 0,08
ISIS 449709 0,05
ISIS 445522 0,01
ISIS 449710 0,00
ISIS 449707 0,03
ISIS 449711 0,01
ISIS 449708 0,00
ISIS 416858 0,05
ISIS 445531 0,08

Ensayos hematolégicos

La sangre obtenida de todos los grupos de monos en dias diferentes se envié al Instituto Coreano de Toxicologia
(KIT) para mediciones de HCT, MCV, MCH y MCHC, asi como mediciones de varias células sanguineas, como WBC
(neutrofilos y monocitos), glébulos rojos y plaquetas, asi como el contenido total de hemoglobina. Los resultados se
presentan en las tablas 157-166.
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Tabla 157
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los linfocl HCT (%) en monos cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 40 42 43 43 41 40
ISIS 416850 41 44 42 42 42 40
ISIS 449709 41 42 43 42 41 40
ISIS 445522 42 42 41 43 41 39
ISIS 449710 41 44 43 44 43 41
ISIS 449707 40 43 42 43 43 42
ISIS 449711 41 41 42 39 39 38
ISIS 449708 41 44 44 43 44 42
ISIS 416858 41 44 43 43 41 39
ISIS 445531 41 42 43 41 41 41
Tabla 158
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en el recuento de plaquetas (x 100/ul) en monos
cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 361 441 352 329 356 408
ISIS 416850 462 517 467 507 453 396
ISIS 449709 456 481 449 471 418 441
ISIS 445522 433 512 521 425 403 333
ISIS 449710 411 463 382 422 313 360
ISIS 449707 383 464 408 408 424 399
ISIS 449711 410 431 325 309 257 259
ISIS 449708 387 517 444 378 381 348
ISIS 416858 369 433 358 289 287 257
ISIS 445531 379 416 380 376 345 319
Tabla 159
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre neutréfilos (%) en monos cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 81 84 75 75 91 118
ISIS 416850 88 109 95 100 85 108
ISIS 449709 73 101 89 81 77 115
ISIS 445522 61 84 81 66 69 125
ISIS 449710 93 86 80 94 97 132
ISIS 449707 85 106 80 89 89 98
ISIS 449711 64 71 52 58 45 70
ISIS 449708 73 84 61 57 61 75
ISIS 416858 65 84 54 54 61 73
ISIS 445531 60 80 85 116 93 91
Tabla 160
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los monocitos (%) en monos cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 1,9 2,8 3,1 2,8 3,9 2,2
ISIS 416850 1,9 29 3,2 3,7 3,8 3,4
ISIS 449709 4,0 2,0 3,0 2,8 3,6 3,4
ISIS 445522 2,1 23 3,6 3,9 4,4 3,0
ISIS 449710 1,3 2,0 2,5 24 3,4 1,6
ISIS 449707 1,3 23 3,2 4,2 4,0 4,8
ISIS 449711 1,2 23 59 6,9 7,6 7,8
ISIS 449708 1,7 2,6 54 5,8 7,0 6,2
ISIS 416858 2,0 2,7 4,0 4,7 4,6 4,6
ISIS 445531 1,3 2,2 3,4 4,1 4,4 4,1
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Tabla 161
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el contenido de hemoglobina (g/dl) en monos
cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 12,3 12,5 12,9 12,7 12,4 12,1
ISIS 416850 13,0 13,5 13,3 13,1 13,1 12,7
ISIS 449709 12,8 12,8 13,2 13,1 12,6 12,5
ISIS 445522 13,3 12,7 12,7 12,9 12,6 12,0
ISIS 449710 13,0 13,2 13,4 13,1 13,0 12,7
ISIS 449707 12,7 12,8 12,7 12,7 12,9 12,6
ISIS 449711 12,7 12,7 12,5 11,8 11,5 11,3
ISIS 449708 13,0 13,2 13,5 13,0 13,3 13,0
ISIS 416858 12,8 13,0 13,0 12,8 12,3 12,0
ISIS 445531 12,6 12,6 12,7 12,3 12,0 12,1
Tabla 162

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en el recuento de globulos blancos (x10)¥/nl) en

monos cinomolgos

Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 10 10 11 12 11 12
ISIS 416850 12 13 11 12 12 10
ISIS 449709 11 10 11 11 11 10
ISIS 445522 10 9 11 13 10 11
ISIS 449710 11 11 12 12 11 15
ISIS 449707 13 11 12 11 12 8
ISIS 449711 13 12 10 9 9 7
ISIS 449708 14 10 11 11 10 10
ISIS 416858 10 11 10 9 8 9
ISIS 445531 20 15 17 17 20 15
Tabla 163
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en el recuento de globulos rojos (x10%/ul) en monos
cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 5,6 5,6 5,8 5,8 5,6 55
ISIS 416850 55 57 5,6 5,6 57 5,6
ISIS 449709 5,8 5,8 5,9 5,9 57 57
ISIS 445522 59 5,6 5,6 5,8 57 54
ISIS 449710 5,6 5,8 5,8 5,8 57 5,6
ISIS 449707 57 5,8 57 57 59 5,8
ISIS 449711 5,6 57 5,6 54 54 53
ISIS 449708 57 59 59 5,8 6,0 5,8
ISIS 416858 55 55 5,6 5,6 55 53
ISIS 445531 57 57 5,8 5,6 55 5,6
Tabla 164
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en MCV (fl) en monos cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 72 74 75 73 73 73
ISIS 416850 74 77 76 75 75 73
ISIS 449709 72 74 73 73 71 71
ISIS 445522 72 74 74 75 73 72
ISIS 449710 75 77 75 75 75 73
ISIS 449707 71 75 74 74 73 73
ISIS 449711 73 74 75 73 73 73
ISIS 449708 73 75 75 75 74 74
ISIS 416858 75 79 78 76 75 75
ISIS 445531 72 74 75 75 75 74
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Tabla 165
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en MCH (pgl) en monos cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55
PBS 22,1 22,4 22,3 22,1 22,0 22,0
ISIS 416850 23,7 23,7 23,7 23,3 22,7 22,9
ISIS 449709 22,4 22,3 22,5 22,2 21,0 22,0
ISIS 445522 22,6 22,5 22,8 22,4 22,4 22,2
ISIS 449710 23,0 22,8 23,1 22,6 21,8 22,7
ISIS 449707 22,2 22,2 22,1 22,1 22,6 21,9
ISIS 449711 22,6 22,7 22,2 22,1 21,7 21,3
ISIS 449708 22,9 22,7 22,9 22,7 22,2 22,5
ISIS 416858 23,2 23,5 23,1 23,0 22,2 22,8
ISIS 445531 22,2 22,2 22,1 22,0 21,6 21,7
Tabla 166

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre el MCHC(g/dl) en monos cinomolgos
Dia -14 Dia -5 Dia 17 Dia 31 Dia 45 Dia 55

PBS 30,8 30,0 30,1 29,9 30,3 30,2

ISIS 416850 32,0 30,7 31,3 31,0 31,0 30,9

ISIS 449709 314 30,3 30,7 30,7 31,1 31,2

ISIS 445522 314 30,4 30,9 30,0 30,7 31,0

ISIS 449710 31,2 29,7 30,7 30,1 30,4 31,1

ISIS 449707 314 29,8 30,0 29,8 29,8 30,0

ISIS 449711 31,0 30,7 29,9 29,8 29,6 29,5

ISIS 449708 314 30,2 30,7 29,9 30,6 31,8

ISIS 416858 31,1 29,8 29,9 31,0 30,3 30,4

ISIS 445531 30,9 30,0 29,5 29,7 29,0 29,6

Ensayos de citocinas y quimiocinas

Las muestras de sangre obtenidas de todos los grupos de monos se enviaron a Pierce Biotechnology (Woburn, MA)
para la mediciéon de los niveles de quimioquina y citoquina. Los niveles de IL-1(3, IL-6, IFN-y y TNF-a se midieron
usando los respectivos anticuerpos de primate y se midieron los niveles de IL-8, MIP-1a, MCP-1, MIP-13 y RANTES
usando los respectivos anticuerpos humanos de reaccién cruzada. Las mediciones se tomaron 14 dias antes del
inicio del tratamiento y el dia 55, cuando los monos se sacrificaron. Los resultados se presentan en las tablas 167 y
168.

Tabla 167
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los niveles de citocinas/quimiocinas (pg/ml) en
monos cynomolgus el dia -14
IL-1B | IL-6 | IFN—y | TNF-a | IL-8 | MIP-1a MCP-1 MIP-1B8 RANTES
PBS 350 3 314 32 82 27 277 8 297
ISIS 416850 | 215 1 115 4 45 14 434 31 4560
ISIS 449409 137 1 37 9 34 13 290 14 2471
ISIS 445522 188 5 172 16 32 22 297 27 3477
ISIS 449710 | 271 7 1115 72 29 20 409 18 1215
ISIS 449707 115 1 34 6 106 16 294 13 3014
ISIS 449711 79 2 29 6 156 20 264 24 3687
ISIS 449708 35 1 27 12 184 11 361 19 11666
ISIS 416858 103 0 32 4 224 11 328 37 6521
ISIS 445531 101 2 68 9 83 25 317 22 7825
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Tabla 168
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los niveles de citocinas/quimiocinas (pg/ml) en
monos cynomolgus el dia 55
IL—1B | IL-6 | IFN-y | TNF-a | IL-8 | MIP-1a MCP-1 | MIP-18 RANTES

PBS 453 3 232 191 68 21 237 34 775
ISIS 416850 106 1 19 16 620 17 887 50 27503
ISIS 449409 181 0 25 8 254 17 507 47 8958
ISIS 445522 | 341 2 83 18 100 22 592 63 16154
ISIS 449710 | 286 2 176 26 348 27 474 53 22656
ISIS 449707 97 1 24 16 48 12 264 49 1193
ISIS 449711 146 7 22 31 110 17 469 91 3029
ISIS 449708 131 0 18 17 85 23 409 128 4561
ISIS 416858 28 1 9 15 167 11 512 47 5925
ISIS 445531 155 1 15 16 293 12 339 84 5935

Ejemplo 47: Determinacion de la viscosidad de los oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos al Factor 11

humano

La viscosidad de los oligonucledtidos antisentido dirigidos al factor 11 humano se midid con el objetivo de
seleccionar oligonucledtidos antisentido que tienen una viscosidad superior a 40 cP a una concentracion de 165-185

mg/ml.

Se pesaron oligonucledtidos de ISIS (32 - 35 mg) en un vial de vidrio, se afiadieron 120 \ mu | de agua y el
oligonucledtido antisentido se disolvid en solucion calentando el vial a 50°C. Parte de (75 pL) la muestra
precalentada se pipete6 a un micro-viscosimetro (Cambridge). La temperatura del microcomponedor se ajusto a
250°C y se midio la viscosidad de la muestra. Otra parte (20 uL) de la muestra precalentada se pipete6 en 10 mL de

agua para lectura UV a 260 nM a 850C (instrumento Cary UV). Los resultados se presentan en la Tabla 169.

Tabla 169

Viscosidad y concentracion de los oligonucledétidos antisentido ISIS dirigidos

al Factor 11 humano

N° ISIS Viscosidad (cP) Concentracién (mg/ml)
412223 8 163
412224 98 186
412225 > 100 162
413481 23 144
413482 16. 172
416848 6 158
416850 67 152
416851 26 187
416852 29 169
416856 18 175
416858 10 166
416859 10 161
416860 > 100 154
416861 14 110
416863 9 165
416866 > 100 166
416867 8 168
445498 21 157
445504 20 139
445505 9 155
445509 > 100 167
445513 34 167
445522 63 173
445522 58 174
445530 25 177
445531 15 155
445531 20 179
449707 7 166
449708 9 188
449709 65 171
449710 7 186
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al Factor 11 humano

Viscosidad y concentracion de los oligonucledétidos antisentido I1SIS dirigidos

N° ISIS Viscosidad (cP) Concentraciéon (mg/ml)
449711 6 209
451541 10 168
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aggcacacag
gaaataaaat
tatttctgac
ttacataaca
aagctcattc
ttgcagcaag
ttcattttat
tttgaaggag
tgcacttacc
cccacccgat
aataggacag
tgcaacaaag
gccaagagtg
acgtacgcca
acccaaacag
ctgaaatcct
tttgcagaca
tgcactcatc
tctcaaagaa
aaaaagagca
ttctgccatt
gctgcaaaaa
tttacctata
ctttcttcaa
acattaaggt
dgaggaactg
cccactcaga
gctcactgtt
aatcaatctyg
gatcagtata
gtgaattaca
atatacactg
aatactctcc
agaggacata
gcttgcaagg
gtaggcatca
aacgtggtcy
caggggccat

tgtgccagca
gctagaagaa
gtagtttgtt
ttaccataag
agtagtggca
gttcgatgaa
ggaatctaca
ttaatggcag
taaaaaaaat
tgtgtggaag
gaagatacac
gdgdgagggyag
tgtgactatg
ctgcatccat
ttcagcaagc
tctcattatt
tcaatctgtyg

<210> 2
<211> 26001
<212> ADN

gcaaaatcaa
taaaaaaata
atactaagat
ttgagaacta
agaggaggat
taagccaaca
ttacttcagt
gggacattac
acccaagatg
ggtttacttg
cagcgatttc
acatttatgt
ctcaagaatg
caaggcagtt
ggacaccaac
gtgcactttc
gcaacatcga
atcccggttg
atctttygtct
aagctctttc
Cttcatttta
gtcacgaggc
ccccagecca
acggatctec
tgtgtaaaat
cgtctgttcg
gacacctgtg
tctatggggt
daataaaaga
aaatggcaga
cagattctca
attgctgggt
agaaagccaa
aaataaccca
gagattcogg
cgagctgogg
agtacgtgga
tggagtccct

tgcttcctcc
aacaaactgt
tgagcattca
gcaatatttc
gtggggatca
agatgaaaac
ctctgcctat
attttcagaa
cagttcgagt
aggattacaa
tttcctgaaa
gctgatggag
ggctcccaaa
actacagaga
agctgcctgt
gttgtgatct
ccaacaacta

<213> H. sapiens

<400> 2

gttctacatc
aattcagtgt
tttaacgact
gtacaagtaa
gaagaccatt
aggtcrtttc
ttctggtgaa
tacggtcttc
tttactcttc
tgtcctgaaa
tgggtattct
ggacctagac
ccaagaaaga
tcccagectyg
cagaataacg
taatctggct
cagtgtcatg
cttgtttttt
ccttaaaaca
tggtttcagt
ccatgacact
ctgccagaaa
agcatcctgc
aactaaaata
ggataatgag
tggtgagtgg
tggaggctcc
agagtcacct
ggacacatct
aagcgggtat
acgacccata
gactggatgg
gataccctta
taagatgatc
aggccctctyg
cgaaggctot
ctggattctg
gaaggaccca

acagtaacac
cacaagttgt
gtctctttgt
tgaagattac
ggcagaagaa
tggaagaaag
gtgaacacat
tagtcaggaa
agacacgagc
gcagcaattt
aatgatttgt
atagggagca
gagctagatc
aaaaacaatt
attctaagca
agttcaataa
tacaattcat
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tgtcecctgty
attgagaaag
ttcacaaata
atattaaagt
ttggaggaag
aggatgattt
tgtgtgactc
acaccaagcg
actttcacgg
gacagtgtta
ttcaagcaat
atgaagggca
tgcacggatyg
gagcatcgta
aagctcgata
tgtattaggg
gctcccgatg
accttctttt
tctgagagty
Cctacaaagct
gatttcttgg
ctgtgcacca
aacgaaggga
cttcacggga
tgtaccacca
ccgtggcagg
atcattggaa
aagattttgc
ttctttggag
gatattgcct
tgcctgcctt
gggtacagaa
gtgaccaacg
tgtgccggct
tcctgcaaac
gctcaaaggg
gagaaaactc
ggatttgctyg

gctgaagggg
tatgtccaaa
ttttgatcac
tatataggca
ctggtaaaag
gagaacaaag
ttcttttgta
ttcttgtcat
taagagtgaa
acctggaagt
gatggattgt
tgctcaaacc
gtatatttat
agggcgcaaa
ctgggatttt
cctagaattt
caagtgtg

tatgtcactt
caagcaattc
tgctgtactg
gaagtgacca
aaaagcaccc
tcttatatca
agttgttgaa
ccaagtactg
cggaatcacc
cagaaacact
gctcacacca
taaactataa
acgtccactg
acatttgtct
aagtggtgtc
acattttccc
cttttgtctg
cccaggaatg
gattgcccag
gcaggcacag
gagaagaact
atgccgtccg
agggcaagtg
gaggaggcat
aaatcaagcc
tgaccctgca
accagtggat
gtgtctacag
ttcaagaaat
tgttgaaact
ccaaaggaga
aactaagaga
aagagtgcca
acagggaagg
acaatgaggt
agcggccagg
aagcagtgtg
ggagagggtg

cttggtgttt
actcccgttc
gcttctatgq
gatatagcag
aagccaccat
acagtcttca
aagaaagaaa
ttccatttta
tgtgaagata
gataccttag
atatttattt
tccctaagac
ttgacaaaaa
tggatagtta
ctgtttcgtg
gaattgtcac

120

gtttgaatac
tctcaaggta
agagagaatg
tttcctacac
ttattaagaa
agtggtacat
ggacacctgc
ccaggtagtc
atctgaggat
gccaagagtyg
aataagcgct
cagctcagtt
ccactttttc
actgaagcac
tggattttca
taatacggtg
tggccgaatc
gcccaaagaa
tacacgcatt
catcccagtg
ggatattgtt
ctgccagttt
ttacttaaag
ctctggatac
caggatcgtt
cacaacctca
attaacagcc
tggcatttta
aataatccat
ggaaaccaca
tagaaatgta
Caaaatacaa
gaagagatac
agggaaggac
ctggcatctg
tgtttacacc
aatgggttcc
ttgagttcac

gtaagaaaat
tatgatcgtt
agtccaagaa
aaaataacca
aaatagattt
ccattttgca
ttgattgcat
aaatatatat
acagaatttc
gggcaatctt
aaaatatctt
aagctyctyc
tcaccataga
cagtaaagtc
caaatattta
cacatagctt

60

120
180
240
300

420
480
540
600
660
720
780
840
900
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
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3278



atgccctcca
taattatgtg
ctaccactgt
accacccttt
agacatgtca
aagaagccygg
cggatcactg
tactaaaaat
cgggectgta
gcggaggttyg
ctgtctcaaa
gaagaaagaa
gttttaaaaa
ttaggaggaa
ctgggcaaga
cceeageage
tccatgtttt
gacaggtgaa
tctacatctg
ttcagtgtat
taacgacttt
acaagtaaat
agaccatttt
gtcttttcag
tgaaatgctt
ttttaaaatg
gagaggaaat
agttaaaaag
tgactccgtt
gtgaccaaga
agtaggaaat
aaggaaaaaa
tggtggccat
gaggggagag
ccacacacag
gagaacactg
ttagtotcag
ctcattgtag
ctggtggtaa
ctccacacat
ttaacttcct
attgtttgta
atacatcatt
cctcactaat
taaaatagga
tcaataattt

taggctttca
aaacacccca
ccagtgtccc
ccttcaggga
cttcctaget
gcgtggtggce
gagatcagga
acaaaaaaag
gtcccagcta
cagtgagctg
agaaagaaag
agaaaagaaa
atagactttt
tcctatctge
gccaggetct
caaagtctcc
ctttttagac
agtgtggtta
tccctgtgta
tgagaaagca
cacaaatatg
attaaagtga
ggaggadagaa
gtacagtttc
tttttaaatc
tgtctgattt
gtggaacaac
acatccaaat
tttcctagag
caatcgatta
cattcatagc
attgggaaag
gagaaggatc
cgctgcttcc
tcacactaag
tgaatgctat
taaactaatt
gatgattttc
gtagagtgtt
gtgggagaat
gcctgaggct
ctggtaggaa
catttaaatg
tagttggttt
attttgtact
aactaccctg

gaccttcttc
gaattttttc
acttcccact
tgtgacgtgc
ctccattegg
tcatgcctgt
gtttgagacc
aaaagaaaaa
ctccggaggc
agatcgcgtc
aaagagagaa
gaaagtaaga
agtgttcaca
ttaggcctct
taggagctgt
tccetecatt
tttgagattc
aatgcagctt
tgtcacttgt
agcaattctc
ctgtactgag
agtgaccatt
aagcaccctt
agaacttact
ataggaattt
agctttgtag
agaagagtaa
gcagtactga
cagtctgttt
atgtatcagc
tctttgaaag
gaaacaaaga
tgaacacaga
ctgtgggttc
gaatgctcca
tgaattaact
ataaatttac
ttatatcaag
atcttaacta
cccacaccat
ccagaggttt
tctgtgtcta
atatttaaaa
ttcataaagc
gaaaaatgtt
ttaattctcc
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aaggccaaag
acaaactttc
gtccagtggg
tgtgctttcy
gtctgtgtce
catcccagca
agtctgacca
agaaaaaaaa
ggaggcagga
attgcactcc
agaaagaaag
agcaagcaag
agtaagaata
gagaggcagc
ctgtactttg
atattgcaaa
aaggtcagct
tggctagcag
ttgaatacga
tcaaggtata
agagaatgtt
tcctacacaa
attaagaatt
atttaacatt
aaaaacactt
agatgttccg
cagtgtctac
aaaatcagaa
aatgcttact
cacagacttt
atatagggag
tgaaaaattg
gagcggcgyg
cggcttctgce
ggattgggaa
actccectet
attttatgtt
tggtacattt
tgggctggga
ttatgccggy
tcaaagcagg
tatgtgtacc
gcaatattaa
agtcagttca
atgtaactat
accctatgtc

ggaaggcctt
ctgcctataa
aagactccct
ttgacagtca
caggacctaa
ttttgggagg
gcatggtgaa
ataagctggy
caatcacttg
agcctgtgcyg
aaagaaaaga
ctgaaatagc
aaaaaaaaaa
gtcacctgaa
cttcccatec
tcaatgaatc
agaattaatg
gcacacaggc
aataaaatta
tttctgacat
acataacatt
gctcattcag
gcagcaagta
cctctcaagc
tacaatagag
ctaatatcca
tcagtaacaa
grcttgattt
ggagataaat
tttaaataga
aggcctcaag
gggtggggad
gccggegygayg
agagctgtaa
agaaaattca
ctccctattt
ctaaaagcat
cattttattt
gagggaaatc
aaggaaataa
gtaggaattg
atatctacat
aaagaagaaa
atggaacata
tcatacacag
acatctgcta
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catggaaata
acgccaggtc
ccaggacaaa
tgcagctgct
agaaagctaa
ctgaggctgy
accctgtctc
cgtggtggcy
aacctggaag
acgagagact
aagaaagaaa
ttatttttct
aagcttggcc
gggaaactga
gtccgetetce
cattagactt
gttaacagct
daaaatcaagt
aaaaaataaa
actaagattt
gagaactagt
aggaggatga
agccaacaag
aaatacgcct
aatgattgat
taactaatct
gcgttttacg
gtctcactga
agatttatag
aaattttcta
gaaagaaaga
agcggtcaga
adggagyggag
gagttgaatg
acattataat
cttgtaagtc
gcaccttttt
acttcagttt
acactgcaat
aatgttttita
aggtgaaaaa
ccatgcctac
tcttgatttg
cacacacaca
tttatgcatt
aatttgttta

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



taaattactt
ccattcttta
tgttatattt
ggcctatgtg
attaaattac
aatattcctt
gcgctaaata
ctgaatcagg
adaattatatc
cagtataaca
atgatttaaa
atcagggact
catagatatc
tttacaaata
aaaattatac
gggaattgaa
ctagaataat
acctitttag
tacaataaty
caaatgtata
agatgacaag
gaaatcgcag
ttctagceca
gaggaaaaaa
atattatcca
attgtgacaa
tagatgtgtg
gatatacttg
gcccatgrgtr
tactcaaccc
gacattacgc
ataggaggta
dgggccgagyag
ggcgaagttg
ccttagtgcec
cataataaaa
ttctattaat
taaacgatat
atacgtaata
tcccattatt
taaaaggaaa
tacctagaaa
gtaagaagtc
agatgaacta
gcactcaaac
gcagagtttt
tgtaagtgca
tacccatcac
ctcccatect
ccaattagga
cacagaacac
ctctgtcgcce
caggctcagy
accatgccca
artgtrgccca
daagrtgctyg
atttatttga
gctttccacc
aggatrgrgrg
gtctttottt
cagaaggctc
atccrtgaaa
agcacaattec
tcattcaata
cctggtaagt
ccagraaaat
ttgaaggaca
tactgccagg
tcaccatcty
tttttaaagg

agccaatatt
tttaaaatga
aatttctgat
adaaaaggca
acagctcata
tgttataatt
atttgatata
ggttccacat
tgcactcaac
acaatttgca
gtacacagga
tgagcgttca
aaggaatgat
ttgaccacac
tgatcatgtt
aatctgcaaa
aataaaaagg
attaagatga
aaagtacagt
gatttacatg
aagatagaga
aaattaatta
ttttataagyg
agtcacaggt
acttaaccca
agttgggttt
acttcggggt
tacacccatc
tratcaacag
taaaaagaaa
taagtgaaat
cttagggtag
gccaggggaa
aaaagttctg
acagaactgt
aataaaaata
gatcaaaact
tttaaacaaa
gcggaatatt
tccatttact
acgattagga
aatccaaaat
tcgatacaac
gtttttactg
aaccttgacg
tttccaaaat
gatttcttac
ccaagtagtg
cccatctagt
gggggatata
grgtgtgcgce
caggctggat
agatccteet
gctagtattt
ggcrgytert
gattacacgc
ttcatcagtt
aaaaggtggg
tratcacacc
caaataagca
gttccagacc
tgattcaatt
cattgaagec
aactcacata
agagctactt
ccaacataac
cctygetttga
tagtctgcac
aggatcccac
gagattgcta

aagtaggata
aagctgaagc
actattgcta
aacctaggtg
atttcaattt
atctggaaat
ttttgaacac
ccatggattt
atgtgcagag
tagtatttac
ggctgtgagt
tggattrtgy
agtgtacata
acaagcctct
attcaatcac
cgtttgaaaa
gaattgaaaa
atcagagatg
atatcaaaac
tatacattag
atagcaactt
aatggaagac
tcagggtaat
cttttatctt
gtagattgtt
attccaggaa
acataccgaa
tcatagcagc
grgacrggat
ggaaattctg
aagccagtca
tcaatttcat
gggctgaggg
gaggtggatg
acactcaaga
attttaaatg
ttaaataaac
agcaaacaaa
gaaagctttc
cttgactgga
ggaacataag
taaccatcac
gtcaatatac
acactagaag
tgaaatattt
tgttttccaa
atacatatat
aacacagcct
ggcatattga
ttctaaggaa
atgtgcacat
tgcagtggta
acctcagcect
tttttrtttt
gaacrccrca
atgagccact
aatattcttc
gtttccacdyg
cccgagecat
cagggtttgg
tggatgagat
accctcaaay
aacgtaccat
aaagtgttta
gecttgectt
gcatgccaty
aggaggggac
ttaccaccca
ccgatggtaa
ttcttaacac
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tatcagtaca
attcctttag
gcattttaag
aagatattaa
tctctgtgac
tgtattgtta
tggacccaat
aaacaacatt
ttttttctty
attgtactag
aggttatatg
tatctgcagy
tttaggtcct
gaaacaaggc
cgtgaatggg
ttgagtattt
tctygcaaaty
aaatcacaat
tttgagatgt
aatacagaaa
aagtgctaag
acacatattt
cttgacacca
atgaacatat
aaaaaaatta
tgaaaagttg
aaaaaagaag
attattcaca
aaagrgtggt
acacatgcta
caaaagaaca
caagacggaa
ttggtgttta
gtgctgatgg
tggctacatg
ttaatatgtg
tggaaatgga
aatccaaacc
ccaagggatt
ggtactcgtt
ctctecgtttt
ataaattatt
aacagcaagc
cagcatgtgt
tttaaaaaat
aaatttttaa
tatgcggcgg
ccaacaggta
aaatcaattt
attagtgcat
gagagagagt
aaatcacagc
cccgagtagce
ttgtattttt
gctcaagcaa
gcgccecacte
ttaaaagtac
tggggtticc
cagargctrgt
ataaagagac
cctaaaaagc
cactccttgt
tttgtgattt
ttgccttgat
tatgagatta
tactacatca
attactacgg
agatgtttac
atgcttatgt
atttccatct

ggtattgttt
aaaaatagct
catagtaaat
aagtaaattc
aagactactg
tttcattgat
aactacataa
gaagtgaaat
tcattattcc
gtattataag
taaatactat
aggtctggca
ttatacatgc
tcaacaaatt
agctagaata
ataatcaccg
tttgaaaatt
ggtaattaga
aaccgaatca
agggaaaaat
aaattagaag
gagaggtcaa
aaatctygata
gtacaaatgt
aaggatgatt
atttaacatt
ggaaagcagg
ctaacccaaa
acatracatac
tgacatggat
aatactgtog
attagaacag
atgggcacag
ttgcacagca
gcacatggta
ccgaaaaatg
agagaacttt
aaaaatcttc
gagaatagga
ggtgcggtaa
tcacagatga
tgagccaatt
acttgctcot
tccatgtgtt
tgtatctgta
atgtttatat
tgaagtgccy
atttttcaac
gtcttgtaaa
gatgcacaca
gagagagaaa
tcactgcagc
tgggattaca
tatagagaca
rcraccracc
cgcattatta
tattttaaty
aaattattct
cagaaagtga
gcaattagga
agcagcttet
ctccaagaca
tegtttecac
ttccaaattc
ccacctaact
cagaatgtot
tcttcacacc
tcttcacttt
ttctacatcy
aacattttat
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agttccatga
tatgtctaca
tctttttygct
cacttaatat
ctcaggttat
aaatatgtca
acaattgace
tttttaaaaa
cgaaacaaca
taatctagag
gccattttet
gccaatccect
acatggaaca
ttaaggggtt
ataataaaaa
tgaatgggag
gagtatttat
aaaggaattg
gtgttgagat
taatgatata
gcagaaagaa
cataacccet
ggaaaattct
cctaaacaaa
acattgtgat
caaaaatcaa
aactcacaca
ggtggaagca
aaaggaaratr
gaaccttgad
gatctcactg
aggttgccag
agcatcagct
atgtaaatac
tgctatctgt
cttgctaaaa
catcagctat
adgaaacata
caagaatact
ggaagggaaa
tgtgattgag
aattaaatga
tcgcaaaagc
ccacatccat
ctcaacgtgt
grttaggggg
gcttttyggty
gctcacccca
attaaataat
cacacacaca
ctgggtctty
ctcaaactcc
ggtggaaaca
gggtcttgce
tragccreec
aatatagaac
tagcaagatt
caatggggtg
tcactctrgaa
aaggaaaaag
gccagtaaag
atcactcata
ctgaggctygt
aggcgtattt
agatgtatgc
gactcagttg
aagcgccaag
cacggcggaa
aggagacaga
aaaatttaac

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960



attaacaact
gtgtttacgc
ctatagtctce
catttcacac
aacttctcce
aagtacagta
agcaatatac
tdaaacatga
cgaaatttaa
aattaaccag
cattttaaac
agcctttcty
tgtagcacce
gtcttcttaa
caaggatatt
aatcattttyg
caacaggtce
tctcttaagt
ttgttttgge
tttaagatce
aacagygttta
acagcagcga
tgttctcaga
tttaaggcta
cagtgtagag
ctttacctca
tctatttece
tctgttgtce
gggrrcaagr
acattcccag
tggtctcaaa
tccatggtge
tataaaggtt
cgaaataatc
tacaagtcta
caagaataag
aagttgaaag
ggtactcatyg
acatgaaggy
gatgcacgga
tggagcatcyg
tttactaaaa
catttctata
atgcatttca
acttggctaa
ggtatgattg
daaaacctac
aaaaagtctt
taaggattta
ttactaggga
tcatagtaaa
tacttgcgtt
acagaaagca
acaccaaacc
gacagcrrrt
tctaagcaag
cacacctgta
ttcgacacca
tTagccaggc
aatcgcttga
acctygggcaa
tgagaagtca
tatactgaag
atgcccagec
aggggacttt
ttccttrtte
aaccagaata
ttctaatctyg
gattacagta
tctttacctt

ggaagataaa
aatttagaaa
atattaatgg
tttgcttttc
aactatttta
cagtgatcecc
aatatacaat
cactttaccc
caagaattcc
aatcttacca
agtccaccaa
tagaattaag
agaacttata
taacgcagag
atttaagtat
tatagctaac
tagttgacac
gtagggatat
atgagataaa
attattttaa
cttgtgtect
tttctgggta
atcaacaaat
tgaaatgaaa
tataaactag
tagaaagaca
agcctaaaat
aggctggagt
gatcrtrcctg
ctaatttgtt
ctcttggect
ccagtcgaaa
gaagtgacac
agtgcagtta
aaattgttac
aattttgcag
gatgagtcag
tcttctgett
cataaactat
tgacgteccac
gtgagtgagt
agcttttgec
atagtactcc
tttatggtaa
tttcaaaagc
tcagtgeect
tctctetete
atcctgctec
aaaattatct
aatagattat
ctygcatttat
ttaacattgg
aacaaagcat
cctaaattca
atgtcraaga
ataaagttaa
atcccagceac
gcctgaccaa
gcggrggrygg
acccaggagg
cagagtgaga
ttcattcatg
aagaaataaa
attcagcctc
cttaatatct
tttttattca
acgaagctceg
ggtaattatc
gatctcactc
cttcatgtga

ttgtctttca
agaataaata
tatgtttctt
tatcgattat
ttagaaaaaa
cctgccacca
acctatattt
ctaaatactt
tttatattat
agagtcactc
ccatttgtat
ttttcaacat
aaatttacta
taaatatgtt
ttatgtcacc
aggctaaaca
attcctygttt
tgaagtaaaa
gtagtttytt
daacataaat
gaaagacagt
ttctttcaag
accagctgtg
cactgctatg
tatacataca
tatcttacta
cttaaatgaa
gcagtggtgc
ccrrtagectc
catttttcct
caagtgatct
ttctttatta
ttgtcttaat
gggagaagag
agtgtaagaa
attaatataa
gagggacagt
ttatttccag
aacagctcag
tgccactttt
cccaggacat
atcaacttta
tagttttctt
ggagtctatc
gctacacttt
tcccagtcta
tctaaataac
atactggatt
gatctctaat
taatttgtat
ctggaatcaa
attttaacat
caacgagtta
tgatttgact
CTtraacagaa
gtcattaaaa
tttgggagoc
tatggtgaaa
gcgcrrgraa
cggaggttgc
ctcegtctea
cactctectt
cttacacaat
ccagatggat
catgtttttt
gtaacatttg
ataaagtggt
gacttcttga
aggataccag
tagatttcat
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gttgaaatat
tgcctccaag
ctgtttgtct
taatttttgt
ataaaatatt
CCaaaacege
gtatacatgt
cagcatgcac
ttcagttttc
actgcattgg
tcceatecty
ctttattatt
ttccagaacc
aggctttgtg
acttaaaatg
gaaacacaca
gttcctatta
aacaaactca
tcctrectttt
tcctattcat
gttacagaaa
caatgctcac
atgtacacat
tggaaataaa
tgcctrgecect
cctcacttcc
agtctttttt
aatcacagct
tggagtragcer
agagacagqgq
gccegecteg
aacgtattaa
agtgaataga
aggctaggtc
ggacattggc
cgaaagacct
tgcttaggtc
cttgcaacaa
ttgccaagag
tcacgtacge
tcgagtggtc
tgccagaatt
catgaaaaat
ttttaataac
taaattggca
aaaaatgtta
agttccttac
ttgaaatatt
aaccaaatct
attcagaaat
cagaaaagty
tctgctctcc
tttcaaaaac
tgtaaggett
tgtgaactgc
gtaagaagga
cgaggcgggc
cceegtetet
tcccagertac
agtgagccaa
aataaaaaaa
cttcatgtgg
tcacaggtygc
gcttcggggt
cctccttgea
tctactgaag
gtctggattt
tgatgtaatt
cttatgctca
catgtcctat

tgttacagaa
tgtagacttt
caatttttac
cgtgctictc
taaaaagaaa
aatgtttgct
ttaaccgttt
tatcctacac
cctcaaatat
gtggtttgtc
agcttgaaaa
gctacattca
tagagcaggg
ggcaaaaccc
taacaattty
gatttrtggt
gaaaggagta
gaatcttgct
tggetttcty
taatatgtat
cactgccaag
accaaataag
atcgccacat
cccccttaat
ccaacacact
catcatttat
tttttgagac
cactccagcec
gggaccagag
tctcactgta
gccttccaga
tccaaattga
tacttgaatc
agaaaatcaa
attcttttac
ctgaggaaag
attgccccta
agacatttat
tgctcaagaa
cacaaggcag
gatgaaaaac
tattttgaac
acacttaaag
actgtcagaa
cttttgaaac
cagtctaaca
ctaagacaaa
tcaaggataa
gtgttctcat
atttgagatg
aaaaacattc
acattcacaa
aacagtggto
atctttaget
aagacaagaa
cttagccagg
agatcacctyg
actaaaaaag
trgggaggcr
gatcgtgcca
aacaaaaaat
tcactctctc
ttagcaacac
ctcgcaggtc
gttggaagaa
cacacccaaa
tcactgaaat
caaccattaa
cgatgaaaco
acagttagat
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agaagtgatg
ccagcctctc
acttcttaaa
aacagactgg
atttgaaaaa
atatttgtac
gaaataattt
aaaagacata
aatttatagt
aggtttaaaa
tttaataata
caggcattta
attggcaaat
acagtaaagc
aaaatataaa
tgcattttac
ttacatgcag
aagaaaatat
tgtgctgact
trLtttaaaaa
agtgaatagy
cggtaagata
cggatgtggt
gaagttcttt
gtaaaaacct
ttatattctt
agggtctcac
tcaacctcct
gcatgcacca
ttgcccaggc
gtgccgggat
aaggagcaaa
agttaattag
aatgtgaatt
tgcttccatt
gtgggtgaaa
gaatctggaa
gtggacctag
tgccaagaaa
tttcccagec
agaatcgtga
ccctaaaaga
cctaatttag
aaatatatat
agctgcaatt
gaataaaaat
atactcatygt
atctatcaca
ctttaaaaat
atttagattt
aaattactaa
agaggagtyga
aaaaacacac
cagctcagac
attggaggrt
cgcggtggct
aggtcaggag
aatacaaaaa
gagacaagag
ttgcactcca
gagaagggct
aagctgtcat
tgctgggacc
ctctctcecaa
taagacactt
cagggacacc
cctgtgcact
atatgctgat
gacccaaaga
cctctattta

7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8830
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160



aatttccagt
tgggatacac
atagctggtg
ttttccctaa
ttgtctgtgg
aggaatggcc
tctaaaaata
adatgtcagt
cacctactta
agatggagte
aaccttcgcec
acaggcatygg
accatgttgy
cccaaagtgc
atataaatat
atactgtgta
ttagataatt
ctttcattce
aatctacaat
tctatccatg
tatagtatat
ttgatccata
ttgtgacatyg
tggaggtctc
CatTttccatt
aaccaggaac
gagagaggtg
gagaattgag
ggaaaarttc
tttatttatt
ctcagcccac
agttgctggg
acagagttrtc
gccttogtet
cctcattgac
aaaacctggc
ttggcctect
gccttgocta
gggtctgtca
tgtttggtgc
ctaaatcgac
tcgatctgtg
tgaaggagtc
caatgacaga
ctcatctagg
gtttatgtgg
tagtgaaatt
cttgggacat
agtcactgct
cacatttgat
caatttaaat
tgtaatccca
atcctggcca
gtggcatgtg
€gggaggcgg
gagaaagact
cagctgtgtt
tggatggcac
cragactgryg
gtgtggagta
gaggtttcta
gaaggaaatyg
ttatggagyt
catggtttat
cacaactaag
atgtgtttga
ttaaaacatc
gtttcagtct
gctgagagtg
tgtggtctgc

ttaaaataat
ttaaattttt
aattgagtcc
tacggtgttt
ccgaatctgc
Caaagaatct
gctgatcaaa
ataggdataaa
ccacaaaccc
tcgctctget
tcccaggtec
gacaccacgc
ccaggcetggt
tgagattaca
tacttcacct
gtggtgaagt
tctectyect
actgtctctg
atttgacttt
ttgctgcaaa
tctatacacc
tctttgttat
attttttttt
caccttyggea
tcatgacaac
agaaagagct
gaaatgaatg
tccctgtttc
ttrgatratc
tgagacaggqg
tgcagcctcc
accacaggtg
gccatgrtgg
cccacagtgc
aacattcact
ttgtatatat
gttgatgaaa
tcacatgagc
catgaaaata
ttattatgta
aaaaactttg
ttatcagcag
agtgatagca
atgtggagga
gcaaagggtt
acatctgtgt
atcaaagggt
tggaagttta
ctttttcttt
ctttaataca
ttaaatttat
gcactttggg
acatggtgaa
cctgtaatec
aggrrgcagt
atgtctcaaa
agccacattt
aggcatagaa
atrrrgtcta
aacgacggac
ggtagcatga
aaaagggaag
gatttagtta
gggtgtaact
tgctagcatg
tatgatatat
tgagagtgga
acaaagctgc
accagcececcqg
tgtctagtgt

catgccattt
taatatggaa
ctgacatagt
gcagacagca
actcatcatc
caaaggtaag
atccatcatt
agttgcaaag
aacattaccg
gcccaggetg
dagcgattcet
ccagtaattt
ctcaaactcc
gggttgggec
daataaattt
ctgggctttc
caccctecte
tgcctgtgta
ctgtttctga
agatatgatt
acatttrctt
tgtgaatagt
ctttctttte
aaggggcagt
taaaagacaa
gaaaatgtca
tctccatcaa
cttaccaatyg
daaagtracac
tcttgctctg
acttcctagg
tgcaccacca
ccaggctggtr
agggattaca
taaacaagca
ctctgaattg
agttgtcctc
ctcactttcc
tatctgttac
tcaggcattg
cctattggac
acagccaata
ccaagacttt
tttcgcaagc
gaattggcaa
ttaggtgtca
taaatgcaga
gaaataagaa
gtcttattac
gtatgtgata
taaaattaaa
aggccgaggc
accccgtcete
cagctactca
gagccaagar
daaaaaaaaa
caagtgccca
tatttccatc
cTrraggaaaa
ttcacccatc
agactcttga
atactaggaa
gaaaatttytc
ccgtggttta
agctgacttt
ttctacttece
ttgcccagta
aggcacagea
aggaggctga
tctgccattc
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tcttctaaat
tttacacata
tcttcocgteg
acatcgacag
ccggttgett
gagttaacaa
aaaaattcca
aatttctagc
aggactcttt
gagtgcggtyg
cctgcctcag
tttttgtatt
tgacttcagg
accgtgcccg
taggtacagg
agtgtagcca
tatcctccca
cactttattt
gttgtttcac
ttatgatttt
tatccattca
gctgcagtaa
ctttggctat
tgtctagttc
ttcagtccaa
gtgaaatgtc
gtgggttagg
gaaattaaca
tagcraaggr
tcactcagat
ctcaagcaat
cccccagceta
ctagaactcc
agcctgagec
aacaaatatc
gaactctcag
cagacaactc
actgagtgag
catcacttac
ttctgaaggc
cagagtggag
agatttgctg
tggcccaaqg
agcagagtgt
ctggaaatag
ccaatataca
gagggaagaa
agatgtcatt
cttactgacc
ggaacatggc
taaaactgygc
ggtgaatcac
tactaaaaat
agaggctgag
cgcgacactg
attttaaata
atagccacat
actgcagaaa
gtcacrcrtt
tccttataaa
atctttaaga
gactgacaat
ctgcaaccta
tgaagagtac
acttrctcta
cttttgtttt
cacgcattaa
tcccaggtaa
tacatgctga
ttcattttac

aaaaaaaaat
ctgtgaccgyg
cgcagcttgt
tgtcatggct
gttttttacc
gtaaggataa
agtaactaaa
ccctcteect
tttttttttt
gcatgatttc
cctectgagt
tttagtagag
tgatccacct
gccagtaaat
tacagttgtg
aatagtatac
actctctgag
agctcccact
ttgagataat
tttatggcta
tttyctgata
acatgtgagt
gtacccagta
taaatgaaat
TgCtttgttt
aaacccaaag
gtggtggtgg
taggacatca
Tgcrgrecct
ttggttgcac
ccacccgtct
atgrttgttt
tggcctcaag
actatgccca
cgtaaaatta
agccctcagce
agccaaggga
gctgtcattt
taaacaaatt
tggggatacc
atgagagaga
ataggttgga
aactggaaag
aggagaagca
aagtcaaatt
gctgatactt
agtaggtcca
gtcacttgta
aattcctaga
ttctataagc
tgggtycagt
gaggtcagga
acaaaagtta
gcaggagaat
cactccagcec
aaactaaaaa
gtagttggcea
gatctatgga
tccaggaaga
cctattgcaa
taggctggga
agagcaagcet
agggccatgg
tttcaaaata
ggtgctgtaa
tgttagaaat
aaagagcaaa
actgagagtt
gggagggtct
catgacactyg
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taaaagatct
aattttcctg
attagggaca
cccgatgett
ttcttttcec
trtgttatct
aatttactet
ttctattcce
tttttttttg
agctcactgc
agctgggact
atggggtttc
gcctcggect
tttaaaataa
ttacatggat
attattccca
tctccaatag
taaaagtgag
agcctceagt
agtaacattc
gactcttagy
gtaggtatct
gtgggattgc
gaagagattc
aaaataattg
tggagagaga
agggaggttt
gaaacagcat
crrtrattta
tgggtgtgat
catccteccca
ttttgtagag
caatccacct
gcttgctatt
agtcagcttt
acttgcctga
ggccctgtgt
cagaagcacc
tagtagaatt
atttagtgaa
agtgaccaga
ccacggattg
atggaaatgt
atgcccttygg
cagaagagag
tttaaaaatc
aagatcaagc
attttgtgct
ataggaataa
ccaaacttqgg
ggctcacgcc
gtacgagacc
gccaggtgty
cacttgaacc
tgggtgacaa
ttcaccttce
gttactgtat
cagtcttgct
tgctrrccagy
ccctggatag
gtygttgaaag
cagaaaattt
agtgtgactc
ggaaaatctt
aaatgttttt
ctttgtctcc
gctctttety
ctgcattctyg
cactctgaca
atttcttggg

11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14330
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360



agaagaactg
tgccgteoge
gtaagccata
gtttataccyg
gatctccaac
gtaaaatgga
catgerteat
gdaataacaa
tttaaaggta
tgctttaatt
Tttttttttt
agtgttcact
ccctgagtag
gggatcttgc
tttggcctec
atttcctaat
tattatcctt
ttccaaaaat
tcagattcca
ctagtaacaa
aacataaaag
gagcatagtc
caacaggaaa
ctttactata
ccaatattac
atcctgccte
ccgagaaggc
atattgcctce
gcteccgarga
atctcataca
accattctgt
tgttaagtaa
tgcagactgc
tctggectgt
taagataaag
gataactagg
agctgecgtga
ctgaagatag
acacatattt
ctcacctgga
ctaaaattta
aaaatgaaty
acatcgtgct
ctcatcctct
gaaaaaaagg
acccggctte
ggagccttct
catcacctygg
atctgcattt
tgtgtgcoty
tgtctagaat
adccgggagqg
tgtctaggca
aagtaccaag
catagcagat
gcagagtcac
tgccttttcet
ctgagcttce
artrcraaca
tttaaaaaca
caaggagggc
tcatgtgcat
taaactattg
gaaaggaaga
atcaagccca
accctygcaca
cagtggatat
gttcatcttc
aaccaattag
aaaggaagag

gatattgttg
tgccagtttt
tgaagggtta
ttttgtttcc
taaaatactt
taatggtgag
acatcacaat
attttgcaat
aatattgagg
tgacacattt
tgagacacag
gcagcectetg
ctggggcetac
catgttgcec
caaagttctg
gagacccaga
tgtaagggaa
tgtgtatcta
tgcagggttc
tgagtgtggt
ttacaataaa
acgagagatg
gaacacacca
tattgattta
aatacactat
gtgatagttt
gaatcaatcc
caacactggt
aaatrcrctrgg
ttctgttttc
tgtctttctt
tgttgacatg
atttrccecec
agaagttaca
gaaaataaag
tttttactgc
gatatttatg
atagcagcac
tcagcatttc
ccttgagtta
cctttatgac
ttcacccttc
cgttctcacc
cctcctattt
cctagaaagg
tcatcagtga
gagcacctga
gagcttgtta
tgaaagctac
tgtgtgcgea
actgctygtet
gtgggttctt
gccccaagag
gaccccagag
cagtrcrract
tgggacaggg
ttctaagagc
aggctggagt
cgrrcccagg
ccattcacgt
tacattctta
gttttgcttt
acttgaggaa
totaggaagc
ggatcgttgg
caacctecace
taacagccegc
ttcacacatt
attgtcttat
ctcatggtct

ctgcaaaaag
ttacctatac
tgcagacacc
aactgcagyayg
cacgggagag
tataatgtca
caagactgtc
tttctattat
cttgactaaa
atacacctgg
tctcactcety
gcttgaactc
aggcgtgcac
aggctggtct
ggattacaggy
ctctgccaac
ttatcgatca
ttcaagaaat
tggagactta
aggatggaaa
aatccaacca
ctttgtaggc
caaacactcc
cataaagctyg
aaggtgcaac
tagaagcaca
ttaatttctg
atcctaacta
arggcrcaag
ctcacaataa
ctacttctaa
gtttaataaa
TTCccttctte
gaatatgcca
tcttacgtct
gctgtatttg
gtgccttgtc
cattaaaata
gtttaaactg
tttctaaaat
gcttcccacc
cggctctaaa
tcagttgctyg
gaaatctgcc
ttgttttaca
ttcttctgtt
gcctggttat
gaaagaattt
acaggcaacc
tgtatgtgtg
acgaacaccc
gtgtcgggeca
aaaagaaaca
aatcccaaac
tTggacgrgg
caggaactgg
agttctcaaa
ttctcatteca
tgacgcrgrr
tatcatttga
ggggtdtgta
ggcagcttga
agyttttctte
tgctcatcac
aggaactgcg
cactcagaga
tcactgttte
tataaaaaat
ttgcaaaatt
cccagcatca
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tcacgaggcce
cccagceccaa
cttgtcecgt
gcaagtgtta
gaggcatctc
cttgaaaaaa
agttatagee
tttcactcot
ctgtacattg
catttctgtt
ttgcccaggce
ctggactcga
cacaacactc
tgaactcctg
cttcagcecac
actccrgtta
gcactttygt
actggagcac
gggattggca
taagtgttta
gcagtygtttc
aaacagaatt
tgcttaaatt
catgttctta
tgagatttaa
aaaacattct
agaacttgtt
acagactatg
acttcrrtaaa
atttccctaa
gcgttagaag
atgggaatga
attatggtrtt
ggtatagatt
tttcagtgca
atgaaataac
tgtcactggt
aacatttctt
agaaacagca
atcttagtta
ttgcagaaat
atgagagecct
ttagctgcty
ccagaattat
cccacaaaac
aacttagact
tctaaatygtyg
caggacccac
cacaggcaca
cgtgtogtttyg
tattcccatce
tccagtaagt
gagggatgag
tgtcaacaayg
gtggagcagg
acaatggctg
cgccageagg
ctggatctga
ggtcrtggaga
aggagggtaa
attacaagat
ttataaagtc
cttgttecty
aatgcttctg
tctgttegty
cacctgtgty
tatgggtcag
attactagca
aattaattgc
gaacaggtgc

tgccagaaac
gcatcctgca
ctgcctgtga
Cttaaagctt
tggatacaca
tatagctgaa
acagaaggga
gtcactcaag
cctagtatta
ttcrttcttt
tggagtgcag
acaatcctcc
ggctaatttg
ggctcaagea
tgcacccagce
tcaaggccag
tagtcaaatt
ctccttttta
aaggttaagg
gattacacga
catcccagty
gttctaaggg
accatagtaa
tactgtttat
tgaataaaat
gtgtcagatt
ttgtagaaca
ccttcctaga
aagcaagrca
gacaagaaqg
ggacacttag
gcacgtatac
tcrtotgttgg
gatagctaca
actttggagg
cccctaatgt
ctacaatgta
accacaaaat
taggatgaac
ctatttacct
tccagaatag
ctgttcaggc
tttccttccg
acactcattt
tagtgaatgg
cctcccttag
atctgggcac
acagatgtta
taaattttga
tgtgcacgtyg
catctgtygtt
agaaatagag
cctgagtcaa
gccaaaggtc
agtgactggg
cagectgcgg
gctggttcaa
ggttgggcty
crgcactrga
gacagccttg
gacttagtca
tctgtaactce
aaggagcata
ttgcagagtg
gtgagtggcc
gaggctccat
taccacggct
tgttaggaaa
ttcagtdggta
aggtacaagg
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tgtgcaccaa
acgaagggaa
ggtgcattat
tcttcaaacyg
ttaaggttgt
ggaattattc
gaacattcag
ctgaccatgt
actaaatata
ctrrttttet
tgatgtggtc
caccttaget
ttgtagagat
atcctcocgc
cacaactggc
taatctttcc
actaattttc
gggtctttat
taaaacttta
gacctgtaat
gccaatttct
acaaaatcce
cttaggatgy
tgccaaatgt
ggaagtraaca
atctgctgta
taaagacgtt
gcttagaggc
atrtacgtcgt
agcattcggc
caaatgttgc
ctcaatacat
atttatagac
ggagaaaatg
gagtgaatta
gaaagggaat
acttaacttt
atgattctaa
ctcaaggcct
attaattttc
atggccctee
ttccgaagtc
aactccttct
tcctaccaag
accttctagg
ctcaggacgc
agcacattyga
ctgagtcaga
gtcgcatagg
tgtgtgtgtg
ccatggcetec
ggcactgtcc
agtccctgaa
agaggaagtt
arcatggtca
gcaaggtgct
acacagatgyg
aagaatgtgce
caaccactgg
tagtaccaca
attccatttt
agggtcatga
attactgaty
taccaccaaa
gtgdgcaggtyg
cattggaaac
gtttttatta
taaatacttt
aaaaacgcaa
ctgcttgact

15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16300
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17830
17940
13000
18060
18120
13180
18240
18300
18360
18420
13480
18540
13600
18660
18720
18780
13340
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560



gcctgctatt
cctgcaagag
acagaggatt
tgtgtttaaa
gggtggctga
agtgagacct
tgtagcacca
ggtgcagtga
tctctaagta
ttacttaggt
tccagggaag
tccagacaca
cactcatgtt
gggaatggag
tgagtccagc
gcgtgtctgt
tgctcattca
cgaaaaatct
attagtaata
adatttcttt
tacagtyggca
gaaataataa
aaactggaaa
aatggtgaac
crccatgcgt
aggctgacac
ttttcctgag
aaagataatt
tragaacaat
gggtgaggct
cctgagggag
acagataatg
atatttraaac
aggagataga
aagaggtaaa
tctgccctgt
agcggattaa
ttgattggaa
ttaatgtgaa
gggaagtcat
ggtacacgca
agtaaatcta
tgttttgaga
tcactgttac
tgggattata
gggtttcatc
ggccttccaa
ttaaatatat
ggccaagatg
aaaccctgtc
cccagctact
gtgagctgag
ttaaaaatat
tggttattct
gaaagccaag
aataacccat
aacagagtygt
tttttgtttyg
ccaggcrgga
gccattctec
agctagcgtce
atggtctcga
acaggcecgtga
tgagcaggga
ctggatgaac
aggcaaaatc
accttttctt
aatgaggtct
cggccaggtrg
gcagtgtgaa

ccgcttececa
catacctccc
taccattgtc
tacagaaagt
ggtgggagga
cgtctctaaa
gctgctcaga
gttactacag
aataaataaa
cactttcagc
ttaagttyggc
gtrttgtgty
aaactcaaga
tagcagaaag
ggtcttegtyg
gtatgcgtgt
trrtttgtgt
taggataaaa
attaaacagc
ccctetgttg
ttttaaatca
tccatgatca
ccacagtgaa
tggataaaat
tatcatcatg
actttcctygg
tcttctteag
tagtctaaag
taagcaactt
tgtctctctc
gaaaatacac
tacagtggaa
cacgatrtrtt
aatgtaatat
aatgatgttg
caagtcatgt
taaagatgga
attttaaatg
gcctagecact
tccagttaga
atagtgggaa
acattttttc
tggactctcg
ctccacctec
ggtacccaac
atgttagcca
agtgctygaa
gtggcccagce
ggtggatcac
tctactaaaa
cgggagygctgd
attgcaccac
atatatatat
acaaacgaac
atacccrrag
aagatgatct
tcttagecaa
ttttgttttt
grgcagrggc
tgcctcagec
ttrttttttt
tctcctygace
gccaccgegc
acacagtgta
gcaagcaccc
agcctgagca
gtctecectc
ggcatctggt
tttacaccaa
tgggttccca

tttaaccgeca
tctgtgecte
tgaatcaaat
ggccaggtgt
ttgctcaatg
aaatatttaa
agtctgagot
tgccactgty
atacagaacg
gttggccaaa
caaactttece
ctttttagtt
acacatgtga
cctagtttct
tgtytgtyty
gcgggrgrge
ataatggatt
tcactttttt
cacacacttc
tttgctcctt
atctgaaata
gtataaaatg
ttacacaggt
gtttaacact
daagggagag
ctattgaaac
gtgcatagaa
ataatttatt
grgcaggatc
tcgccctcte
gacaacaagg
gaagagtctc
taaatttaga
acactgattg
ttatatgtgc
agctgaagca
gaggcaaaaa
tgactaaatc
tttcagtaaa
gtcataatta
taatgtcttc
cttctagatt
ctctgtcgec
cgggttcaag
caccacccea
ggatggtctc
ttacaggcgt
accactggtg
ttgaggtcag
atacaaaaat
aggcaagata
tgcactccag
atatttatat
caaaaaaatt
tgaccaacga
gtgccggcta
tggaatatat
tttgtttott
tcgatrctcag
tcccaaatag
ttagttttag
tcatgatctg
cgygccygctt
tttgtttoac
aggttctcty
agatgtgcty
gttctaggga
daggcatcacg
cgtggtcgag
ggggccattg
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ttcacatcee
gctctgtgca
ttctaatatg
ggtggttcac
ccaggagtct
aaactagcct
aggdaggattg
ctccagecty
agttcggtat
caaaaaggct
gtttgctact
ttggttttct
ggccaagagt
gtcacagcta
cgtgtgtgtc
gcgtgtgtgt
ttctttatag
ctacctaaat
acaatgtctyg
agggtagagt
aaagaggaca
gcagaaagcg
acggagaatt
actagactta
ggcctggaat
ttattttggg
tgacataatt
aaagataatt
aaagrgagrr
atcctggcac
caaaaaatga
ttctggaaaa
ttctcaacga
ctgggtgact
tccatcctag
caactcgagt
tcacccaagt
tctttaaaga
tgttctagcec
atttttgaac
ttcatacttg
tttatataga
caggctggag
tgattctcct
agctaatttt
aatctcctga
gagccceccac
gctcacgcct
gagttcaaga
tagctygggca
atcgcttygaa
cctgggcgac
gtatgcatat
tttttcagac
agagrgccag
cagggaagga
gcaaattgga
trtttttgag
ctcacrgcaa
ctgggactac
tagagacggg
cctgcctyggg
aatgcatttt
ttagactgaa
cagtatatta
aagatgggaa
gattcgggag
agctggggcy
tacgtggact
gagtccctga

caagggcctt
ctgtgcccgg
tgtgtgtgty
gcctgteatc
gaggtcagcc
ggcatggtgt
cttgagecca
agcaacagag
gcatcctcac
ccagetgggg
tcagtatcct
ttrttaatca
tccegttacce
gttactggcg
tgtgcagtygt
gtgttggadc
ggtgaataty
gtccatcatt
ggaattattt
cacctaagat
catctttctt
ggtatgatat
ttatccggaa
cggcctgacc
gctagtcatt
aatgtgggta
tcataatact
tagggatgaa
ggatgaggag
atgtgcgata
atatagtaaa
gaggatatat
cccatatgec
ggatgggggt
aaatgaagag
cacactactc
gaggctggtg
ctaattatat
tgctatccaa
ttaattaaca
taattataaa
catgagtttt
tgcagtggca
gcctcagect
ttgtattttt
cctcgtgatc
acccgtccat
gtaatcccag
ctggcctggc
tggtgatgtg
ctrygggaggt
agaaagagac
atgtttatgt
aaaatacaaa
aagagataca
gggaaggacg
atgcttaatg
acagagtctc
gcrcergectc
aggcgccage
gtttcaccat
cctcccaaag
daaaagcagt
atcaaaagca
aggggccaag
gcgtctgagt
gccctetgte
aaggctgtgc
ggattctgga
aggacccagy
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catgttattc
aactzaactc
tgtgtgcgty
tcagcacttt
tgggcaacat
tttgtgtgcc
agagttcaag
caagacccta
attggattcc
gtatatatat
ccgagttgtt
atctgcagea
tgtcacatat
agattgagac
gegtgtgrgt
acggagggag
ttttttatce
ggcagaaaat
ttagtaaagg
tttgcgtgtc
tggggttcaa
tgccttgttyg
agttgtctec
ctgccaatct
cactctgcta
aagagatacg
ttggaatagt
ggattgaagg
tragcggrga
tcgtgctgaa
caaagaaaac
tttgcgtctc
tgccttcocaa
acagaaaact
cggaaccttt
agttgcagga
cctcatatgt
ttaatgaagt
ttactttctt
ttaacaaaat
aggtctgtga
gtgttottgt
cgatctcggc
cccgagtagce
agtagagacg
cacctgcctc
gatttttatt
cactttggga
caacatggtyg
tgcctgtaat
ggaggtagca
tccgtctcaa
gtattgtgta
atactctcca
gaggacatraa
cttgcaaggt
cgttggggtt
gctctgttge
ccaggrtcac
taccaagccc
gttggccagy
tgctgggatt
cttctgccaa
aggagattga
acaacatttt
tgatctgtygc
ctygcaaacac
tCaaagggag
gaaaactcaa
atttgctggg

19620
19680
19740
19300
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760



10

15

20

25

30

35

agagggtgtt
tggtgtttgt
tccecgttcta
ttctatggag
tatagcagaa
gccaccataa
agtcttcacc
gaaagaaatt
ccattttaaa
tgaagataac
taccttaggg
atttatttaa
¢ctaagacaa
gacaaaaatc
gatagttaca
gtttcgtgca
attgtcacca
ttttttttet
gatctcggct
ccaagtagct
agagacgggg
ccacctcggc
aaatatttat
gagcaaacat
aaaataatca
gagataagaa
ttgtcctgac
acagtagaac
acggtaggac
gaaaatcaga
tagtagactg
agagatgttt
tgtttttagt
gattcattaa
taccagaaga
ggcacacttc
ccgagagagc
cattatggaa

<210> 3
<211> 20
<212> ADN

gagttcactg
aagaaaatgc
tgatcgttgt
tccaagaatt
aataaccaag
atagatttgt
attttygcagy
gattgcattt
atatatatta
agaatttctg
gcaatcttga
aatatcttgyg
gctgctacty
accatagact
gtaaagtctt
aatatttatc
catagctttce
tttttgagat
cactgtaaac
gagattacag
tttcactaty
ctctcaaagt
tgagcacaat
atatcctggc
cacaaaatat
aggaagaagg
aaaggcaaaa
ataacggggc
atgacggggc
gtgcgttcaa
gaagcaacac
ctygtaaagtc
atttcacttt
tgaaagttct
gtgcacattc
tgattgacac
ttcctctatc
ggctggtgtt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 3

cagcctggag catcgtaaca

<210> 4
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 4

tttatcgagc ttcgttattc tggtt

<210>5
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 5

ttgtctactg aagcacaccc aaacaggga

tgccagcatg
tagaagaaaa
agtttgttty
accataaggc
tagtggcagt
tcgatgaaag
aatctacact
aatggcagat
aaaaaaatca
tgtggaagag
agatacactt
gaggggaggc
tgactatgag
gcatccatac
cagcaagcag
tcattattgt
aatctgtgcc
gaagtctcac
tctacctcct
gcacatgcca
ttggccagac
gctgggatta
tatgtgagag
ttcatgaaga
ataggttcaa
acatttttca
caaaaacaac
cagatcaaaa
cagatccaaa
gagtatcaaa
ttcacacaaa
tttcctgaga
gtataatgtc
ataagatata
tacacactgc
gcagagggct
ttgggttatt
C

20

25

29
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cttcctccac
caaactgtca
agcattcagt
aatatttctyg
ggggatcagg
atgaaaactg
ctgcctatgt
tttcagaata
dttcgagtag
gattacaagc
tcctgaaaaa
tgatggagat
ctcccaaaga
tacagagaaa
ctgcctgtat
tgtgatctag
aacaactata
cctgttgcec
ggattcaagc
ccatgcccgg
tggtcttgaa
caggtgtgag
catcatgctg
ttatactcta
gctgaaatga
ccaagttcaa
aacaaacaaa
atgctgacag
atgctgacag
caatactatc
aaaagggttt
agcatattat
ttaatttttg
aaatatacaa
gtagcacctt
ctctctgtct
tctgatgcgt

agtaacacgc
caagttgtta
ctctttgttt
aagattacta
cagaagaact
gaagaaagga
gaacacattt
gtcaggaatt
acacgagcta
agcaatttac
tgatttgtga
agggagcatg
gctagatcgt
aaacaattag
tctaagcact
ttcaataacc
caattcatca
aagctggagt
gattgtcctg
ctaatttttg
ctcetgacct
tcactgcgtc
agctttgaag
gttaacatga
gtggctgcac
agactgggat
aaacccaaaa
gttcccaaaa
gttcaaacaa
ttgttacttg
ggatgtaatt
ttgagaaaaa
aagagctggt
tgaggagatc
tctcacttac
ggggatattt

dgagaagggc
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tgaaggggct
tgtccaaaac
ttgatcacgc
tataggcaga
ggtaaaagaa
gaacaaagac
cttttgtaaa
cttgtcattt
agagtgaatg
ctggaagtga
tggattgtat
ctcaaacctc
atatttattt
ggcgcaaatg
gggattttct
tagaatttga
agtgtgattt
gcagtggtgt
cctcagtctc
tatttttagt
cgtgatctge
tggccatgga
atacagtggt
gcaacaaaat
cagattctat
acaaaggaat
gagcaaaatg
gaataaaatg
aattggaatt
cttattacct
tcggataaga
cacatatttc
atattcctat
tcctettcty
gttctgtctg
ctgatgggta
tgcctectgtc

23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26001
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<210>6
<211> 2246
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 6

ggataccggc
aggactacag
tttatctttt
tttcaaggag
tgcactcacc
cctaccaaat
aacatgacag
tgcagcaaag
gtgaagaatyg
acatacgcaa
acccgaacgg
ctgaagtcct
ctggcagacc
tgcacgcatc
tctcagagac
acaaagagcc
ttctgccatc
gatgtgaaag
tttacctact
Ctaaagcttt
ggatactcac
gtggtaggag
agccagggac
cattgtttct
caatcagaaa
cagtatacga
aattacacag
cacacagaat
actcttcaga
agacacaaaa
tgcaagggag
ggcatcacaa
gtggccaagt
ggtatcactt
agacactggyg
acacccagaa
ttctgcatcc
cacatcagat

<210>7
<211> 20
<212> ADN

tcacgtagaa
caaagacaga
ttgcctcagt
gtgacctgag
acccacggtg
ggtttgcctg
gcgcgatctc
atgtgtacgt
ctcgagaatg
cagggtattt
ggacgccaac
gtggactttc
ttaacattga
accccacttg
atctttgtct
acgceccttte
cgtcctttta
gccaagaaac
atccatcgca
cctccaatgy
tgaggctgtyg
gagctgcgtc
acctgtgtgg
ctgggataga
taaatgaagg
cagcagaaag
attttcagcy
gctgggtgac
aagccaaggt
taaccaataa
attctggagg
g<tggggtga
acgtggactg
tgtggcccty
atactgactc
agaaaactat
agctactact
atataaggaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 7

acatgacagg cgcgatctct

<210> 8
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 8

tctaggttca cgtacacatc tttgc

<210>9
<211> 26
<212> ADN

aaaggacaag
aagtatctgc
ttctagtgaa
tactgttttc
cttgctcttc
catcctgaag
tggatattcc
gaacctagac
ccaggagaga
tcccagtgtg
cacaataacg
aaacttggct
cagcgtggtg
tttgttcttc
ccttaaaacc
gggcttcagt
caacgacact
ctgtcagaaa
cagactgtgc
atctccaacy
caaaatggat
tgttcacggt
aggctccatc
gacacctaaa
gactgctttc
tgggtatgat
gccaatatgc
tggatggggg
tccattggtyg
gatgatctgt
gcccctgtec
aggctgtgge
gattctggag
gaagattatt
ttccactgta
tattttcaga
caaggaaaca
aatatc

20

25

ES 2657679 T3

actataggaa
aggatgacct
tgcgttacta
acaccgagcg
acgttcatgg
gacagcgtca
ttcaagcaat
atgaagggca
tgcacagacg
gaccatcgta
aagctcaatg
tgtatcaggg
gccccagatg
acattctttt
tctgaaagty
ctccagcact
gatttcttgg
acgtgtacca
aatgagagga
agaatacttc
aatgtgtgca
gagtggccat
attggaaacc
aagctgcgtg
ttcagggttc
attgccctgt
ctgccttcca
tacacagcac
tcaaatgaag
gcaggctaca
tgcaaataca
cagaaggaga
aaaactcaaa
ccatagaaat
accaattgaa
attcctgatc
aatacagcaa

agaaagcaaa
cattacatca
aggtcttcaa
ccacatactg
ctgagtcatc
cagaaatatt
gccctcageca
tgaactataa
atgcccactg
aaatgtgtct
gcgtggtatc
acatttteccc
cttttgtctg
cccaagcatg
gattaccaag
gcaggcacag
gagaagagct
ataacgcccy
accgcagggg
atgggagagg
caactaaaat
ggcaggtgac
aatggatact
tctacggtgg
aagaaatgat
taaaactgga
aaggagatag
taagaggtga
aatgtcagac
dagaaggagg
atggggtctg
gaccgggagt
cagtctgaaa
gagcttgacyg
tggccttgat
tgggagaacc
ggagatttta
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cactccgecy
ggtgttatat
agacatcagc
ccgcttggtc
ttcggatgat
gccaatggta
attaagtact
cagctctgtc
ccagtttttc
tttgaagtac
tggattttca
taacacggtg
tcgtcgcatc
gccgaaagaa
cacacgcatt
tgtcccagta
ggacatcgtc
ctgccagttce
cagatgttac
aggcatctct
caaccccaga
tctgcacatc
gacagcagct
cattgtaaat
aattcatgat
atcagccatg
aaacgcagtg
agtacaaagt
aagatacaga
gaaggatacg
gcacttggtg
ctacacgaac
gagttcaact
tctctgatga
gtacgtaaga
actggttgtt
daaaataaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2246
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda

<400> 9
ttccttcaag caatgccctc agcaat 26

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 10
tcetggceatt ctcgageatt 20
<210> 11
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 11
tggtaatcca ctttcagagg 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 12
aaggacctac actatggaat 20
<210> 13
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 13

cctctgaaag tggattacca 20
<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 14
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tcggaagcga ctcttatatg 20

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 15
ttcaaacaag tgacatacac 20
<210> 16
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 16
tgagagaatt gcttgctttc 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 17
aaatatacct tgagagaatt 20
<210> 18
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 18

agtatgtcag aaatatacct 20
<210>19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 19
ttaaaatctt agtatgtcag 20
<210> 20
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

130



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 20
cagcatattt gtgaaagtcg 20
<210> 21
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 21
tgtgtaggaa atggtcactt 20
<210> 22
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 22
tgcaattctt aataagggtg 20
<210> 23
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 23

aaatcatcct gaaaagacct 20
<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 24

tgatataaga aaatcatcct 20
<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 25

acacattcac cagaaactga 20
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<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 26
ttcaggacac aagtaaacca 20
<210> 27
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 27
ttcactcttg gcagtgtttc 20
<210> 28
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 28
aagaataccc agaaatcgct 20
<210> 29
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 29

cattgcttga aagaataccc 20
<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 30

ttggtgtgag cattgcttga 20
<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 31

aatgtctttg ttgcaagcgce 20
<210> 32

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 32

ttcatgtcta ggtccacata 20
<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 33

gtttatgccc ttcatgtcta 20
<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 34

ccgtgcatct ttcttggceat 20
<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 35

cgtgaaaaag tggcagtgga 20
<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 36

agacaaatgt tacgatgctc 20
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<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 37
gtgcttcagt agacaaatgt 20
<210> 38
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 38
tgcacaggat ttcagtgaaa 20
<210> 39
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 39
gattagaaag tgcacaggat 20
<210> 40
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 40

ccgggatgat gagtgcagat 20
<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sintético

<400> 41

aaacaagcaa ccgggatgat 20
<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 42

tcctgggaaa agaaggtaaa 20
<210> 43

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 43

attctttggg ccattcctgg 20
<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 44

aaagatttct ttgagattct 20
<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 45

aatccactct cagatgtttt 20
<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 46

aaccagaaag agctttgctc 20
<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 47

ggcagaacac tgggatgctg 20
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<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 48
tggtaaaatg aagaatggca 20
<210> 49
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 49
atcagtgtca tggtaaaatg 20
<210> 50
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 50
aacaatatcc agttcttctc 20
<210> 51
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 51

acagtttctg gcaggcctcg 20
<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 52

gcattggtgce acagtttctg 20
<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 53

gcagcggacg gcattggtge 20
<210> 54

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 54

ttgaagaaag ctttaagtaa 20
<210> 55

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 55

agtattttag ttggagatcc 20
<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 56

atgtgtatcc agagatgcct 20
<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 57

gtacactcat tatccatttt 20
<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 58

gattttggtg gtacactcat 20
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<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 59
tcetgggctt gattttggtg 20
<210> 60
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 60
ggccactcac cacgaacaga 20
<210> 61
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 61

tgtctctgag tgggtgaggt 20
<210> 62
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 62

gtttccaatg atggagcctc 20
<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 63

atatccactg gtttccaatg 20
<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 64

ccatagaaac agtgagcggc 20
<210> 65

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 65

tgactctacc ccatagaaac 20
<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 66

cgcaaaatct taggtgactc 20
<210> 67

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 67

ttcagattga tttaaaatgc 20
<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sintético

<400> 68

tgaaccccaa agaaagatgt 20
<210> 69

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 69

tattatttct tgaaccccaa 20
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<210>70

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 70
aacaaggcaa tatcataccc 20
<210> 71
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 71
ttccagtttc aacaaggcaa 20
<210>72
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 72
gaaggcaggc atatgggtcg 20
<210>73
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 73

gtcactaagg gtatcttggc 20
<210>74

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 74

agatcatctt atgggttatt 20
<210> 75

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 75
tagccggcac agatcatctt 20
<210> 76
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 76

ccagatgcca gacctcattg 20
<210> 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 77

cattcacact gcttgagttt 20
<210>78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 78

tggcacagtg aactcaacac 20
<210>79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 79

ctagcatttt cttacaaaca 20
<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 80

ttatggtaat tcttggactc 20
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<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 81
aaatattgcc ttatggtaat 20
<210> 82
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 82
tatctgccta tatagtaatc 20
<210> 83
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 83
gccactactt ggttattttc 20
<210> 84
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 84

aacaaatcta tttatggtgg 20
<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 85

ctgcaaaatg gtgaagactg 20
<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

142



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

<223> oligonucleoétido sintético
<400> 86
gtgtagattc ctgcaaaatg 20
<210> 87
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 87

ttttcaggaa agtgtatctt 20
<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 88

cacaaatcat ttttcaggaa 20
<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 89

tcccaagata ttttaaataa 20
<210> 90

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 90

aatgagataa atatttgcac 20
<210> 91

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 91

tgaaagctat gtggtgacaa 20
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<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 92
cacacttgat gaattgtata 20
<210>93
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido sintético

<400> 93
taccttgaga gaattgcttg 20
<210> 94
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 94
gtcagaaata taccttgaga 20
<210> 95
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 95

atcttagtat gtcagaaata 20
<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 96

gagtcacaca ttcaccagaa 20
<210> 97

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 97
gtgagcattg cttgaaagaa 20
<210> 98
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 98
cttatttggt gtgagcattg 20

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 99

acataaatgt ctttgttgca 20
<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 100

ggtccacata aatgtctttg 20
<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 101

gtctaggtcc acataaatgt 20
<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 102

tgcccttcat gtctaggtce 20
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<210> 103

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 103

gttatagttt atgcccttca 20
<210> 104

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 104

tcagtagaca aatgttacga 20
<210> 105

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 105

tgggtgtgct tcagtagaca 20
<210> 106

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 106

agccagatta gaaagtgcac 20
<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 107

agcaaccggg atgatgagtg 20
<210> 108

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 108

gccattcectg ggaaaagaag 20
<210> 109

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 109
ttgagattct ttgggccatt 20

<210> 110

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 110

actgaaacca gaaagagcitt 20
<210> 111

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 111

agaatggcag aacactggga 20
<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 112

tgtcatggta aaatgaagaa 20
<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 113

aagaaatcag tgtcatggta 20
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<210> 114

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 114

ggtgcacagt ttctggcagg 20
<210> 115

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 115

ggacggcatt ggtgcacagt 20
<210> 116

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleodtido sintético

<400> 116

aactggcagc ggacggcatt 20
<210> 117

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 117

ccttaatgtg tatccagaga 20
<210> 118

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 118

tggtggtaca ctcattatcc 20
<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 119
ggcttgattt tggtggtaca 20

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 120
aacgatcctg ggcttgattt 20

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 121
acaggtgtct ctgagtgggt 20

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 122

cactggtttc caatgatgga 20
<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 123
ctaccccata gaaacagtga 20

<210> 124
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 124

ttaggtgact ctaccccata 20
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<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 125

agacacgcaa aatcttaggt 20
<210> 126

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 126

tttcttgaac cccaaagaaa 20
<210> 127

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 127

gtggtttcca gtttcaacaa 20
<210> 128

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 128

ttggctttct ggagagtatt 20
<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 129

ggcacagatc atcttatggg 20
<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético
<400> 130

gattcctgca aaatggtgaa 20
<210> 131

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 131

gcagagtgta gattcctgca 20
<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 132

atcatttttc aggaaagtgt 20
<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 133

gtgagacaaa tcaagacttc 20
<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 134

ttagtttact gacactaaga 20
<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 135

ctgctttatg aaaaaccaac 20
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<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 136

atacctagta caatgtaaat 20
<210> 137

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 137

ggcttgtgtg tggtcaatat 20
<210> 138

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 138

tgggaaagct ttcaatattc 20
<210> 139

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 139

atggaattgt gcttatgagt 20
<210> 140

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 140

tttcaagctc aggatgggaa 20
<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

152



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657679 T3

<223> oligonucleoétido sintético
<400> 141

gttggtaaaa tgcaaccaaa 20
<210> 142

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 142

tcaggacaca agtaaacctg 20
<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 143

tgcaagctgg aaataaaagc 20
<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 144

tgccaattta aaagtgtagc 20
<210> 145

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 145

atatttcaaa atccagtatg 20
<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 146

ttctgaatat acaaattaat 20
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<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 147

tttactatga aaatctaaat 20
<210> 148

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 148

ggtatcctga gtgagatcta 20
<210> 149

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 149

ccagctatca ggaaaattcc 20
<210> 150

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 150

aaagctattg gagactcaga 20
<210> 151

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 151

atggaatctc ttcatttcat 20
<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucledtido sintético
<400> 152

atggagacat tcatttccac 20
<210> 153

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 153

gctctgagag ttccaattca 20
<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 154

ctgggaaggt gaatttttag 20
<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 155

tcaagagtct tcatgctacc 20
<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 156

tcagtttacc tgggatgctg 20
<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 157

gacattatac tcaccattat 20
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<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 158

gtataaatgt gtcaaattaa 20
<210> 159

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 159

gtaaagtttt accttaacct 20
<210> 160

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 160

ccataatgaa gaaggaaggg 20
<210> 161

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 161

ttaagttaca ttgtagacca 20
<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 162

tgtgtgggtc ctgaaattct 20
<210> 163

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> oligonucleoétido sintético

<400> 163
atcttgtaat tacacacccc 20

<210> 164
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 164

gtacactctg caacagaagc 20
<210> 165

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 165

agggaataac atgaaggccc 20
<210> 166

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 166

atccagttca ccattggaga 20
<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 167

ttttccagaa gagactcttc 20
<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 168
gtcacattta aaatttccaa 20

<210> 169
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 169

ttaatatact gcagagaacc 20
<210> 170

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 170

agaaatatcc ccagacagag 20
<210> 171

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 171

aaatgtcttt gttgcaagceg 20
<210> 172

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 172

taaatgtctt tgttgcaagc 20
<210> 173

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 173

ataaatgtct ttgttgcaag 20
<210> 174

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 174

cataaatgtc tttgttgcaa 20
<210> 175

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 175

cacataaatg tctttgttgc 20
<210> 176

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 176

ccacataaat gtctttgttg 20
<210> 177

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 177

tccacataaa tgtctttgtt 20
<210> 178

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 178

gtccacataa atgtctttgt 20
<210> 179

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 179

aggtccacat aaatgtcttt 20
<210> 180

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

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 180

taggtccaca taaatgtctt 20
<210> 181

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 181

ctaggtccac ataaatgtct 20
<210> 182

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 182
tctaggtcca cataaatgtc 20

<210> 183

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 183

tgtctaggtc cacataaatg 20
<210> 184

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 184

atgtctaggt ccacataaat 20
<210> 185

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 185

catgtctagg tccacataaa 20
<210> 186

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 186

tcatgtctag gtccacataa 20
<210> 187

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 187

cttcatgtct aggtccacat 20
<210> 188

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 188

ccttcatgtc taggtccaca 20
<210> 189

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 189

cccttcatgt ctaggtccac 20
<210> 190

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 190

gcccttcatg tctaggteca 20
<210> 191

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

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 191

atgcccttca tgtctaggtc 20
<210> 192

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 192

tatgcccttc atgtctaggt 20
<210> 193

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 193
ttatgccctt catgtctagg 20

<210> 194

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 194

tttatgccct tcatgtctag 20
<210> 195

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 195

tcegtgceatc tttettggea 20
<210> 196

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 196

atccgtgcat ctttettgge 20
<210> 197

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 197

catccgtgca tetttettgg 20
<210> 198

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 198

tcatcegtgce atctttcttg 20
<210> 199

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 199

gtcatccgtg catctttctt 20
<210> 200

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 200

accgggatga tgagtgcaga 20
<210> 201

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 201

aaccgggatg atgagtgcag 20
<210> 202

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

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 202

caaccgggat gatgagtgca 20
<210> 203

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 203

gcaaccggga tgatgagtgc 20
<210> 204

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 204
gattctttgg gccattectg 20

<210> 205

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 205

agattctttg ggccattect 20
<210> 206

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 206

gagattcttt gggccattce 20
<210> 207

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 207

tgagattctt tgggccattc 20
<210> 208

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 208

tttgagattc tttgggccat 20
<210> 209

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 209

ctttgagatt ctttgggcca 20
<210> 210

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 210

tctttgagat tctttgggee 20
<210> 211

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 211

ttctttgaga ttctttgggce 20
<210> 212

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 212

tttctttgag attctttggg 20
<210> 213

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

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 213

cacagtttct ggcaggcctc 20
<210> 214

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 214

gcacagtttc tggcaggcct 20
<210> 215

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 215
tgcacagttt ctggcaggcc 20

<210> 216

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 216

gtgcacagtt tctggcagge 20
<210> 217

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 217

tggtgcacag tttctggcag 20
<210> 218

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

ES 2657679 T3
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<400> 218

ttggtgcaca gtttctggca 20
<210> 219

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 219
attggtgcac agtttctggce 20

<210> 220

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 220

cattggtgca cagtttctgg 20
<210> 221

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 221

ggcattggtg cacagtttct 20
<210> 222

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 222

cggcattggt gcacagtttc 20
<210> 223

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 223

acggcattgg tgcacagttt 20
<210> 224

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

<220>
<223> oligonucleostido sintético

<400> 224

gacggcattg gtgcacagtt 20
<210> 225

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 225

cggacggcat tggtgcacag 20
<210> 226

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 226
gcggacggca ttggtgcaca 20

<210> 227

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 227

agcggacggc attggtgcac 20
<210> 228

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 228

cagcggacgg cattggtgca 20
<210> 229

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 229

ggcagcggac ggcattggtg 20
<210> 230
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 230

tggcagcgga cggcattggt 20
<210> 231
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 231

ctggcagegg acggcattgg 20
<210> 232

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 232

actggcagceg gacggcattg 20
<210> 233

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 233

tgcttgaagg aatatccaga 20
<210> 234

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 234

tagttcatgc ccttcatgtc 20
<210> 235

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

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 235

tgttatagtt catgcccttc 20
<210> 236

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 236

aatgtccctg atacaagcca 20
<210> 237

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 237
gggaaaatgt ccctgataca 20

<210> 238

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 238

tgtgcagagt cacctgccat 20
<210> 239

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 239

ttcttgaacc ctgaagaaag 20
<210> 240

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 240

tgaattatca tttcttgaac 20
<210> 241

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sintético

<400> 241

tgatcatgaa ttatcatttc 20
<210> 242

<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 242

agtttctggc aggcctcg 18
<210> 243

<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 243

cagtttctgg caggcctc 18
<210> 244

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 244

acagtttctg gcaggcct 18
<210> 245

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 245

cacagtttct ggcaggcc 18
<210> 246

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

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 246

gcacagtttc tggcaggc 18
<210> 247

<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 247

gtgcacagtt tctggcag 18
<210> 248

<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 248
ggtgcacagt ttctggca 18

<210> 249

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 249

tggtgcacag tttctggc 18
<210> 250

<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 250

ttggtgcaca gtttctgg 18
<210> 251

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 251

attggtgcac agtttctg 18
<210> 252

<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 252

cattggtgca cagtttct 18
<210> 253

<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 253

gcattggtgc acagtttc 18
<210> 254

<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 254

ggcattggtg cacagttt 18
<210> 255

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 255

cggcattggt gcacagtt 18
<210> 256

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 256

acggcattgg tgcacagt 18
<210> 257

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

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 257

gacggcattg gtgcacag 18
<210> 258

<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 258

ggacggcatt ggtgcaca 18
<210> 259

<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 259
cggacggcat tggtgcac 18

<210> 260

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 260

gcggacggca ttggtgca 18
<210> 261

<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 261

agcggacggc attggtge 18
<210> 262

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 262

cagcggacgg cattggtg 18
<210> 263

<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 263

gcagcggacg gcattggt 18

<210> 264

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 264

ggcagcggac ggcattgg 18
<210> 265
<211>18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 265

tggcagcgga cggcattg 18
<210> 266

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 266

ctggcagcgg acggcatt 18
<210> 267

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 267

tgcacagttt ctggcagg 18
<210> 268

<211> 16
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sintético

<400> 268

cacagtttct ggcagg 16
<210> 269

<211> 14

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 269

acagtttctg gcag 14
<210> 270

<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 270

gcgtttgctc ttcttcttge gtttttt 27
<210> 271

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 271

acacgcatta aaaagagcaa agc 23
<210> 272

<211> 26

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 272

cagtgtcatg gtaaaatgaa gaatgg 26
<210> 273

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda
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<400> 273

tgcaggcaca gcatcccagt gttct

<210> 274
<211> 3275
<212> ADN

<213> Macaca mulatta

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) ... (3275)
<223>n=AT,CorG

<400> 274

aggcacacag
gaattaaaat
atttctgaca
tacacaacac
cgctcattca
tgcagcaaat
tcattctatt
ttgaaggagyg
gcactcacca
ctacccagtg
ataggacagg
gcaacaaaga
ccaagagtgc
cgtatgccac
cccaaacggg
tgaaatcctg
ttgcggacag
gcactcatca
ctcaaagaaa
aaaagagcaa
tctgccattc
ctgtgaaagg
ttacctatgc
tttcttcaaa
cattaaggct
gaggaactgc
ccactcagag
ctcactgttt
atcaatctga
atcaatataa
tgaattacac
tatacactga
atactctcca
gaggacataa
cttgcaagnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ccagaagaaa
tagtttgttt
taccataagd
gtagtggcag
ttcaatgaaa
gaatctacac
actggcagat
aaaaatcagt
tggaagaggg
atacactttc
gggagaggct
cgactgtgygc
catccgtact
agcaagcagc
cattattgct
acctgtgcca

acaaaatcaa
taaaatataa
tactaagatt
tgagaaccagd
gaggaggatg
aagcaaacga
tacgtcagtt
ggacattgct
cccacgatgt
gtttacttgt
agcgatttct
catttatgtyg
tcaagaatgc
aaggcagttt
gacaccaacc
tgcactttct
caacatcgat
tcccggttge
tcLttgtctc
agctctttct
ttcattttac
tcacgaggcc
cccagctcaa
tggatctcca
gtgtaaaatg
atctgttcgt
acacctgtgt
ctatggggta
aataaaagag
aatggcagaa
agattctcaa
ctgctgggtyg
gaaagccaag
aataacccat
nnnnhnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
acaaactgtc
cagcatccag
caatatttct
cagggatcag
aatgaaaact
tctgectgtg
tttcagaata
ttgagtagac
tgacaagcag
ctgaaaaatg
gatggcgata
ccccaaagad
acagagaaaa
tccctgtatt
gtgatctagt
acaattatac

25

gctctacagc
attcaatgta
ttaacgactt
tacaagtaaa
aggatcaatt
gatcttttca
tctggtgaat
acggttttca
ctygctcttea
gtcctgaagyg
gggtattctt
gacctagaca
Caagaaagat
cccagtctgg
ggaataatga
aatctggctt
agtgtcatgg
ttgtttttta
cttaaaacat
ggtttcagtc
catgacactg
tgccagaaac
gcatcttgca
actaaaatac
gataatgagt
ggtgagtggc
ggaggctcca
gagtcaccta
gatacatctt
agtgggtatg
cgacccatat
actggatggg
atacccttag
aagatgatct
nnnnhnnnnn
nnnnhhnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnhnnnnn
nnnnhnnnnn
acaagctgtt
tgtctttgtt
gatgattact
gtagaagaac
ggaagaaagy
tgaacacatt
gtcaggaatt
acaagctaag
caatgtacct
atttgtgatg
gggaggcaag
ctacaccgca
aacaatttgg
ctaagtactg
ccagtaacct
aattcatcaa

ES 2657679 T3

tgtctgtgty
ttgagaaagc
tcacaaatat
tattaaagtt
tggaagaaga
ggatgatttt
gtgtgactcyg
caccaagcgc
ctttcacugy
acagtgttac
tcaagcaatg
tgaagggcat
gcacggatga
agcatcgtaa
agctcgataa
gtatcaggga
ctccagatgc
ccttcttttc
ctgagagtgg
tccaaagctyg
atttcttggg
tgtgcaccaa
acgaagggaa
ttcgcgggac
gtaccaccaa
catggcaggt
tcattggaaa
agattttgcg
tctttggggat
atattgcctt
gcctgccttc
ggtacagaaa
tgaccaatga
gtgccggcta
nnnnnhnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnhnggc
atgtccaaag
tctgatcacg
atataggcag
tgataaaaga
ataacaaaga
tctttgtaaa
catgttattt
agtgaatgtg
ggaagtggta
gatcgtatat
ctgaagcctc
tatttattty
gcacaaatgg
ggcttttctyg
agaatttgat
gtgtg

tatgtcactt
aagcaattct
gctgcaccga
aagtgaccat
aaaacaccct
cttatatcaa
gttgttcaag
caagcactgc
ggaatctgca
agaaacactg
ctcacaccaa
aaactataac
catccactgc
catttgtcta
agtggtgact
cgttttcccc
ctttgtctgt
ccaggaatgyg
attacccagt
caggcacagc
agaagaactg
tgccgtecgc
gggcaaatgt
aggaggcatc
aatcaagccc
gactctgcac
ccagtggata
tgtctacatt
tcaagaaata
gttgaaactg
aaaaggagat
attaagagac
cgagtgccag
cagggaagga
nnnnnhannnn
nannnhnnnn
nannnhnnnn
nnnnnhnnnn
ttggtgctgg
ctcecegttct
cttctaagga
atatatcaga
aaccaccata
cagtcttcac
gaaagaattt
ccattttaaa
aaggtaccag
ccttaggacc
ttatttaaaa
cataagacaa
acaaaagtca
atggttacag
tttggtgcaa
ttgtcaccac

177

gtttgaatat
Cctcaaggtat
gagacaatgt
ttcctacaca
tattaagaat
atggtacatt
gacatccact
caggtggtct
tctgaggatc
ccaagagtga
ataagcgctt
agctcacttg
cactttttca
ctgaagcaca
ggattttcac
aacacggtgt
cgccggatct
cccaaagaat
acacgcatta
atcccagtgt
gatattgttg
tgccagtttt
tacttaaagc
tctggataca
aggatcgttyg
accacctcac
ttaacggccg
ggcattttaa
ataatccatg
gaaaccacag
agaaatgtga
aaaatacaga
aagagataca
gggaaggatg
nnnnAnnnnn
nnnnnnnnhn
nnnnAnnnnn
nnnnhnnnnn
taggaaaatg
atgatcattg
gtccaagaat
aaataaccaa
aatagatttg
cattttgcag
gattgcattt
acatgtttaa
aatttctgta
aatcttaaag
tatcttggga
gctgctactyg
ccattgacta
taaagtcttc
atatttatct
atagctttca
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Reivindicaciones

1. Un compuesto que comprende un oligonucledtido modificado que consiste en de 18 a 24 nucledsidos unidos y
que comprende una secuencia de bases nucleotidicas que comprende una porcion de al menos 8 bases
nucleotidicas contiguas 100 % complementarias a una porcion de igual longitud de bases nucleotidicas 1275 a 1318
de SEQ ID NO: 1, en el que la secuencia de bases nucleotidicas del oligonucleétido modificado es 100 %
complementaria a una porcién de igual longitud de SEQ ID NO: 11, y en la que el compuesto es capaz de inhibir la
expresion del factor 11 humano11.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene

(i) una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 14, al
menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas contiguas de SEQ ID NO: 223, 217, 51, 52, 53, 114, 115, 213,
214, 215, 216, 218, 219, 220, 221, 222, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 242, 243, 245, 246, 247, 248,
250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268 0 269.

3. El compuesto de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2, que tiene una secuencia de bases nucleotidicas que
comprende al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 16, al menos 18 o 20 bases nucleotidicas
contiguas de SEQ ID NO: 223 o0 217.

4. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el oligonucledtido modificado consiste
en 19-22 o 20 nucledsidos unidos.

5. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que consiste en un oligonucleétido modificado
monocatenario.

6. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que al menos un enlace internucleosidico
es un enlace internucleosidico modificado y en el que, opcionalmente, cada enlace internucleosidico es un enlace
internucleosidico fosforotioato.

7. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que al menos un nucledsido comprende un
azucar modificado.

8. El compuesto de la reivindicacién 7, en el que

(a) al menos un azucar modificado es un azucar biciclico, en el que, opcionalmente,

(i) dicho al menos un azucar biciclico comprende un puente 4'-(CH;),-O-2', enelquenes 10 2; 0
(i) dicho al menos un azucar biciclico comprende un puente 4'-CH(CH3)-0-2", o

(b) al menos un aztcar modificado comprende un grupo 2'-O-metoxietilo.

9. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende al menos un nucledsido
modificado con tetrahidropirano en el que un anillo de tetrahidropirano reemplaza el anillo de furanosa, y en el que,
opcionalmente, dicho al menos un nucledsido modificado con tetrahidropirano tiene la estructura:

o

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

10. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que al menos un nucleésido comprende
una base nucleotidica modificada, y en el que, opcionalmente, la base nucleotidica modificada es una 5-
metilcitosina.

11. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el oligonucleétido modificado
comprende:

(i) un segmento separador que consiste en desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala en 5' que consiste en nucledsidos unidos;

un segmento del ala en 3' que consiste en nucledsidos unidos;

en el que el segmento separador esta situado inmediatamente adyacente a y 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 aztcar modificado;

o
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(i) un segmento separador que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala en 5' que consiste en cinco nucledsidos unidos;

un segmento del ala en 3' que consiste en cinco nucledsidos unidos;

en el que el segmento separador esta situado inmediatamente adyacente a y entre el segmento del ala 5’ y el
segmento del ala 3', en el que cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo,
y en el que cada enlace internucleosidico es un enlace internucleosidico fosforotioato; y en el que cada citosina
es una 5-metilcitosina.

12. Un oligonucleétido modificado monocatenario que consiste en 20 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia
de bases nucleotidicas que comprende 20 bases nucleotidicas contiguas de SEQ ID NO: 223 o0 217, y en la que el
oligonucledtido modificado comprende:

un segmento separador que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala en 5' que consiste en cinco nucledsidos unidos;

un segmento del ala en 3' que consiste en cinco nucledsidos unidos;

en el que el segmento separador esta situado inmediatamente adyacente a y entre el segmento del ala 5’ y el
segmento del ala 3', en el que cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo,
en el que al menos un enlace internucleosidico es un enlace internucleosidico fosforotioato y cada citosina es
una 5-metilcitosina.

13. El oligonucleétido modificado monocatenario de la reivindicacion 12, en el que cada enlace internucleosidico es
un enlace internucleosidico fosforotioato.

14. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o el oligonucleétido modificado monocatenario de la
reivindicacion 12 o la reivindicacion 13, en el que el compuesto u oligonucleétido modificado monocatenario es un
compuesto antisentido conjugado.

15. Una composicion que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11y 14
o una sal del mismo o un oligonucledtido modificado monocatenario de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 12-14 o una sal del mismo y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, en la que,
opcionalmente, la sal es una sal de sodio y / o el diluyente farmacéuticamente aceptable es solucion salina
tamponada con fosfato (PBS).

16. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11 y 14, un oligonucleétido modificado
monocatenario de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12-14 o una composicién de acuerdo con la
reivindicacion 15, para uso en terapia.

17. El compuesto, oligonucledtido modificado monocatenario o composicién de acuerdo con la reivindicacion 16,
para su uso en:

(i) tratar o prevenir una complicacién tromboembodlica, en el que opcionalmente la complicacion tromboembodlica
se selecciona de trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, infarto de miocardio y accidente
cerebrovascular; o

(ii) tratar un trastorno de coagulacion.
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