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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para modular expresion de HBV y de TTR
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] EI principio detras de la tecnologia antisentido es que un compuesto antisentido se hibrida con un acido
nucleico diana y modula la cantidad, actividad y/o funcién del acido nucleico diana. Por ejemplo, en ciertos casos, los
compuestos antisentido resultan en una transcripciéon o traduccién alterada de una diana. Dicha modulacién de la
expresion se puede lograr, por ejemplo, mediante la degradacion del ARNm diana o la inhibicion basada en la
ocupacion. Un ejemplo de modulacién de la funcién diana del ARN por degradacion es la degradacion basada en
RNasa H del ARN diana tras la hibridacion con un compuesto antisentido similar al ADN. Otro ejemplo de
modulacion de la expresion génica por degradacion de dianas es la interferencia de ARN (ARNi). ARNi se refiere al
silenciamiento génico mediado por antisentido a través de un mecanismo que utiliza el complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC). Un ejemplo adicional de modulacion de la funcién diana del ARN es mediante un
mecanismo basado en la ocupacion, tal como se emplea de forma natural mediante microARN. Los microARN son
pequefios ARN no codificantes que regulan la expresion de los ARN codificantes de proteinas. La uniéon de un
compuesto antisentido a un microARN evita que el microARN se una a sus dianas de ARN mensajero, y por lo tanto
interfiere con la funcion del microARN. Los imitadores de microARN pueden mejorar la funcién del microARN nativo.
Ciertos compuestos antisentido alteran el corte y empalme del pre-ARNm. Independientemente del mecanismo
especifico, la especificidad de secuencia hace que los compuestos antisentido sean atractivos como herramientas
para la validacion de dianas y la funcionalizacion de genes, asi como los agentes terapéuticos para modular
selectivamente la expresion de genes involucrados en la patogenia de las enfermedades.

[0002] La tecnologia antisentido es un medio eficaz para modular la expresidon de uno o mas productos génicos
especificos y, por lo tanto, puede resultar singularmente Util en varias aplicaciones terapéuticas, de diagndstico y de
investigacion. Los nucledsidos modificados quimicamente pueden incorporarse en compuestos antisentido para
mejorar una o mas propiedades, como la resistencia a la nucleasa, la farmacocinética o la afinidad por un acido
nucleico diana. En 1998, el compuesto antisentido, Vitravene® (fomivirsen; desarrollado por Isis Pharmaceuticals
Inc., Carlsbad, CA) fue el primer farmaco antisentido que logré la aprobacion comercial de la Administracion de
Drogas y Alimentos de EE.UU. (FDA), y actualmente es un tratamiento de la retinitis inducida por citomegalovirus
(CMV) en pacientes con SIDA.

[0003] Las nuevas modificaciones quimicas han mejorado la potencia y la eficacia de los compuestos antisentido,
descubriendo el potencial para la administraciéon oral y mejorando la administracion subcutanea, disminuyendo el
potencial de efectos secundarios y conduciendo a mejoras en la conveniencia del paciente. Las modificaciones
quimicas que aumentan la potencia de los compuestos antisentido permiten la administracion de dosis mas bajas, lo
que reduce el potencial de toxicidad, asi como la disminucién del costo general de la terapia. Las modificaciones que
aumentan la resistencia a la degradacion provocan una eliminaciéon mas lenta del cuerpo, lo que permite una
dosificacién menos frecuente. Se pueden combinar diferentes tipos de modificaciones quimicas en un compuesto
para optimizar aiin mas la eficacia del compuesto.

RESUMEN DE LA INVENCION
[0004] La presente invencion proporciona un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado y un grupo
conjugado, en el que el oligonucledtido modificado consta de 12 a 30 nucledsidos unidos y tiene una secuencia de

nucleobases al menos el 85% complementaria a SEQ ID NO: 1 que codifica el virus de la hepatitis B (HBV), y en el
que el grupo conjugado comprende:

HOOH

ACHN
HQOH

Ho §i,\v°’\W o O% Wmsr\o ;

AcHN

H&O“WNA(J

AcHN

[0005] La presente invencidn también proporciona una composicion que comprende el compuesto de la invencion y
un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también proporciona el compuesto o la composicion de la invenciéon para uso en el
tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccion relacionada con el VHB.
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La presente invencion también proporciona el compuesto o la composicién de la invencion para uso en la fabricacion
de un medicamento para tratar una enfermedad, trastorno o afeccion relacionada con el VHB en un sujeto, en el que
la enfermedad, trastorno o afeccidon es ictericia, inflamacion del higado, higado. fibrosis, inflamacion, cirrosis
hepatica, insuficiencia hepatica, cancer de higado, enfermedad inflamatoria hepatocelular difusa, sindrome
hemofagocitico, hepatitis sérica, viremia por VHB o trasplante relacionado con enfermedad hepatica.

La presente invencion también proporciona el compuesto o la composicién de la invencion para uso en la fabricacion
de un medicamento para reducir los niveles de antigeno de HBV en un sujeto infectado con HBV.

RESUMEN DE LA DIVULGACION

[0007] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona compuestos antisentido conjugados. En ciertas
realizaciones, la presente divulgacién proporciona compuestos antisentido conjugados que comprenden un
oligonucledtido antisentido complementario a un transcrito de acido nucleico. En ciertas realizaciones, la presente
divulgacion proporciona métodos que comprenden poner en contacto una célula con un compuesto antisentido
conjugado que comprende un oligonucledtido antisentido complementario a un transcrito de acido nucleico. En
ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos que comprenden poner en contacto una célula
con un compuesto antisentido conjugado que comprende un oligonucleétido antisentido y reducir la cantidad o
actividad de un transcrito de acido nucleico en una célula.

[0008] EIl receptor de asialoglicoproteina (ASGP-R) se ha descrito anteriormente. Ver, por ejemplo, Park et al.,
PNAS vol. 102, N° 47, pp 17125-17129 (2005). Dichos receptores se expresan en las células hepaticas,
particularmente en los hepatocitos. Ademas, se ha demostrado que los compuestos que comprenden grupos de tres
ligandos de N-acetilgalactosamina (GalNAc) son capaces de unirse a la ASGP-R, dando como resultado la
absorcion del compuesto en la célula. Ver, por ejemplo, Khorev et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry, 16, 9, pp
5216-5231 (mayo de 2008). Por consiguiente, los conjugados que comprenden tales agrupaciones de GalNAc se
han usado para facilitar la captacion de ciertos compuestos en células hepaticas, especificamente hepatocitos. Por
ejemplo, se ha demostrado que ciertos conjugados que contienen GalNAc aumentan la actividad de los compuestos
de ARNip duplex en células hepaticas in vivo. En tales casos, el conjugado que contiene GalNAc esta unido
tipicamente a la cadena de sentido del duplex de siRNA. Dado que la cadena con sentido se desecha antes de que
la cadena antisentido finalmente se hibride con el acido nucleico diana, existe poca preocupacién de que el
conjugado interfiera con la actividad. Tipicamente, el conjugado esta unido al extremo 3’ de la cadena con sentido
del ARNsi. Véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. 8,106,022, Ciertos grupos conjugados descritos en el presente
documento son mas activos y/o mas faciles de sintetizar que los grupos conjugados descritos anteriormente.

[0009] En ciertas realizaciones de la presente divulgacion, los conjugados se unen a compuestos antisentido
monocatenarios, que incluyen, pero no se limitan a, compuestos antisentido basados en ARNasa H y compuestos
antisentido que alteran el corte y empalme de un acido nucleico diana pre-ARNm. En tales realizaciones, el
conjugado debe permanecer unido al compuesto antisentido el tiempo suficiente para proporcionar un beneficio
(captacion mejorada en las células), pero luego debe ser escindido o, de lo contrario, no interferir con los pasos
subsiguientes necesarios para la actividad, como la hibridacién a acido nucleico diana e interaccion con RNasa H o
enzimas asociadas con el empalme o la modulacién de empalme. Este equilibrio de propiedades es mas importante
en el establecimiento de compuestos antisentido de una sola hebra en los compuestos de ARNsi, donde el
conjugado puede estar simplemente unido a la hebra con sentido. En este documento se describen compuestos
antisentido de cadena sencilla conjugados que tienen una potencia mejorada en células hepaticas in vivo en
comparacion con el mismo compuesto antisentido que carece del conjugado. Dado el balance requerido de
propiedades para estos compuestos, tal potencia mejorada es sorprendente.

[0010] En ciertas realizaciones, los grupos conjugados en el presente documento comprenden un resto escindible.
Como se sefald, sin desear estar limitado por un mecanismo, es légico que el conjugado permanezca en el
compuesto el tiempo suficiente para proporcionar un aumento en la captacién, pero después de eso, es deseable
para alguna parte o, idealmente, todo el conjugado para ser escindido, liberando el compuesto de origen (por
ejemplo, compuesto antisentido) en su forma mas activa. En ciertas realizaciones, el resto escindible es un
nucledsido escindible. Dichas realizaciones aprovechan las nucleasas enddgenas en la célula uniendo el resto del
conjugado (el grupo) al oligonucledtido antisentido a través de un nucledsido a través de uno o mas enlaces
escindibles, como los de un enlace fosfodiéster. En ciertas realizaciones, el grupo se une al nucledsido escindible a
través de un enlace fosfodiéster. En ciertas realizaciones, el nucledsido escindible esta unido al oligonucleotido
antisentido (compuesto antisentido) mediante un enlace fosfodiéster. En ciertas realizaciones, el grupo conjugado
puede comprender dos o tres nucledsidos escindibles. En tales realizaciones, tales nucledsidos escindibles estan
unidos entre si, al compuesto antisentido y/o al grupo a través de enlaces escindibles (tales como los de un enlace
fosfodiéster). Ciertos conjugados en este documento no comprenden un nucledsido escindible y en su lugar
comprenden un enlace escindible. Se muestra que la suficiente escisién del conjugado del oligonucledtido es
proporcionada por al menos un enlace que es vulnerable a la escision en la célula (un enlace escindible).

[0011] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados son profarmacos. Tales profarmacos se

administran a un animal y, en Ultima instancia, se metabolizan a una forma mas activa. Por ejemplo, los compuestos
antisentido conjugados se escinden para eliminar todo o parte del conjugado dando como resultado la forma activa
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(o mas activa) del compuesto antisentido que carece de todo o parte del conjugado.

[0012] En ciertas realizaciones, los conjugados estan unidos en el extremo 5 de un oligonucleétido. Ciertos tales
conjugados 5’ se escinden mas eficientemente que las contrapartes que tienen un grupo conjugado similar unido en
el extremo 3'. En ciertas realizaciones, la actividad mejorada puede correlacionarse con una escision mejorada. En
ciertas realizaciones, los oligonucleétidos que comprenden un conjugado en el extremo 5’ tienen mayor eficacia que
los oligonucledétidos que comprenden un conjugado en el extremo 3' (ver, por ejemplo, los Ejemplos 56, 81, 83 y 84).
Ademas, la union 5 permite una sintesis de oligonucleétidos mas simple. Tipicamente, los oligonucledtidos se
sintetizan en un soporte solido en la direccion 3’ a 5'. Para hacer un oligonucleétido conjugado en 3’, por lo general,
uno une un nucledsido 3' pre-conjugado al soporte sélido y luego construye el oligonucleétido como de costumbre.
Sin embargo, la union de ese nucledsido conjugado al soporte solido agrega complicacion a la sintesis. Ademas,
utilizando ese enfoque, el conjugado esta presente a lo largo de la sintesis del oligonucledtido y puede degradarse
durante los pasos subsiguientes o puede limitar el tipo de reacciones y reactivos que se pueden usar. Usando las
estructuras y técnicas descritas en el presente documento para oligonucleétidos conjugados en 5, se puede
sintetizar el oligonucleétido usando técnicas automatizadas estandar e introducir el conjugado con el nucledsido final
(la mayoria de los 5') o después de que el oligonucleétido se haya separado del soporte soélido.

[0013] En vista de la técnica y la presente descripcion, un experto en la materia puede hacer facilmente cualquiera
de los conjugados y oligonucleétidos conjugados en el presente documento. Ademas, la sintesis de ciertos
conjugados y oligonucleotidos conjugados descritos en este documento es mas facil y/o requiere pocos pasos y, por
lo tanto, es menos costosa que la de los conjugados descritos anteriormente, lo que proporciona ventajas en la
fabricacion. Por ejemplo, la sintesis de ciertos grupos conjugados consiste en menos pasos sintéticos, lo que resulta
en un mayor rendimiento, en relacion con los grupos conjugados descritos anteriormente. Los grupos de conjugados
como GalNAc3-10 en el Ejemplo 46 y GalNAc3-7 en el Ejemplo 48 son mucho mas simples que los conjugados
descritos anteriormente, como los descritos en los documentos US 8,106,022 o US 7,262,177 que requieren el
ensamblaje de mas intermedios quimicos. Por consiguiente, estos y otros conjugados descritos en el presente
documento tienen ventajas sobre los compuestos descritos previamente para su uso con cualquier oligonucleoétido,
incluidos los oligonucleodtidos monocatenarios y cualquiera de las cadenas de oligonucleétidos bicatenarios (por
ejemplo, ARNip).

[0014] De manera similar, en el presente documento se describen grupos conjugados que tienen solo uno o dos
ligandos de GalNAc. Como se muestra, tales grupos de conjugados mejoran la actividad de compuestos antisentido.
Tales compuestos son mucho mas faciles de preparar que los conjugados que comprenden tres ligandos de
GalNAc. Los grupos conjugados que comprenden uno o dos ligandos de GalNAc pueden unirse a cualquier
compuesto antisentido, incluidos los oligonucleétidos monocatenarios y cualquiera de las cadenas de
oligonucledtidos bicatenarios (por ejemplo, siRNA).

[0015] En ciertas realizaciones, los conjugados en el presente documento no alteran sustancialmente ciertas
medidas de tolerabilidad. Por ejemplo, se muestra aqui que los compuestos antisentido conjugados no son mas
inmunogénicos que los compuestos originales no conjugados. Dado que se mejora la potencia, las realizaciones en
las que la tolerabilidad sigue siendo la misma (o incluso si la tolerabilidad empeora solo ligeramente en comparacion
con las ganancias en la potencia) tienen propiedades mejoradas para la terapia.

[0016] En ciertas realizaciones, la conjugacion permite alterar compuestos antisentido de manera que tienen
consecuencias menos atractivas en ausencia de conjugacion. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, reemplazar uno
o mas enlaces de fosforotioato de un compuesto antisentido completamente fosforotioato con enlaces de
fosfodiéster da como resultado una mejora en algunas medidas de tolerabilidad. Por ejemplo, en ciertos casos, tales
compuestos antisentido que tienen uno o mas fosfodiésteres son menos inmunogénicos que el mismo compuesto en
el que cada enlace es un fosforotioato. Sin embargo, en ciertos casos, como se muestra en el Ejemplo 26, el mismo
reemplazo de uno o mas enlaces de fosforotioato con enlaces de fosfodiéster también resulta en una menor
captacion celular y/o pérdida de potencia. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados descritos
en el presente documento toleran dicho cambio en los enlaces con poca o ninguna pérdida en la captacion y la
potencia en comparacion con la contraparte de fosforotioato completo conjugado. De hecho, en ciertas
realizaciones, por ejemplo, en los Ejemplos 44, 57, 59 y 86, los oligonucleétidos que comprenden un conjugado y al
menos un enlace internucledsido fosfodiéster en realidad exhiben una potencia incrementada in vivo incluso con
respecto a una contraparte de fosforotioato completo que también comprende el mismo conjugado. Ademas, dado
que la conjugacion produce aumentos sustanciales en la absorcién/potencia, una pequefia pérdida en esa ganancia
sustancial puede ser aceptable para lograr una mejor tolerabilidad. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido conjugados comprenden al menos un enlace fosfodiéster.

[0017] En ciertas realizaciones, la conjugacion de compuestos antisentido en el presente documento da como
resultado un aumento de la administracion, la captacion y la actividad en los hepatocitos. De este modo, se
administra mas compuesto al tejido hepatico. Sin embargo, en ciertas realizaciones, el aumento del suministro por si
solo no explica el aumento total de la actividad. En ciertas de tales realizaciones, mas compuesto entra en los
hepatocitos. En ciertas realizaciones, incluso el aumento de la captacion de hepatocitos no explica el aumento total
de la actividad. En tales realizaciones, aumenta la captacion productiva del compuesto conjugado. Por ejemplo,
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como se muestra en el Ejemplo 102, ciertas realizaciones de conjugados que contienen GalNAc aumentan el
enriquecimiento de oligonucledtidos antisentido en hepatocitos frente a células no parenquimaticas. Este
enriquecimiento es beneficioso para los oligonucleétidos que se dirigen a los genes que se expresan en los
hepatocitos.

[0018] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados en el presente documento dan como
resultado una exposicion reducida al rifion. Por ejemplo, como se muestra en el Ejemplo 20, las concentraciones de
oligonucledtidos antisentido que comprenden ciertas realizaciones de conjugados que contienen GalNAc son mas
bajas en el rifion que las de los oligonucledtidos antisentido que carecen de un conjugado que contiene GalNAc.
Esto tiene varias implicaciones terapéuticas beneficiosas. Para las indicaciones terapéuticas donde no se busca
actividad en el rifidn, la exposicion al rifidon corre el riesgo de toxicidad renal sin el beneficio correspondiente. Por
otra parte, la alta concentracion en el rifién generalmente resulta en la pérdida de compuesto a la orina, lo que
resulta en una eliminacion mas rapida. En consecuencia, para objetivos no renales, la acumulacién de rifién no es
deseada.

[0019] En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos antisentido conjugados que tienen la estructura:

ASO
Ligando . 0
| ] Amarre esio escindible HO=P=0
HQ OH |
0 H
0] N : 0
HO—&Q/ \{)‘4&, ‘/"*E’\()
| AcHN _ 0 We
NH
HOOH 0
QO M N A
HO 4 ‘I-(HZ\\U/ N \\i)
AcHN 0
Enlace de
HOOH 0 H conjugado
HoSK;’Q/O‘J‘ivN\-/{A}i\O
ACHN 0

Grupo de ramificacién

- /

Y

Célula que se dirige al resto

DESCRIPCION DETALLADA

[0020] Se debe entender que tanto la descripcion general anterior como la siguiente descripcion detallada son solo
ilustrativas y explicativas y no son restrictivas de la divulgacion. Aqui, el uso del singular incluye el plural a menos
que se indique especificamente lo contrario. Como se usa en este documento, el uso de "o" significa "y/0" a menos
que se indique lo contrario. Ademas, el uso del término "incluyendo" asi como otras formas, tales como "incluye" e
"incluido”, no es limitante. Ademas, términos como "elemento" o "componente" abarcan tanto elementos como
componentes que comprenden una unidad y elementos y componentes que comprenden mas de una subunidad, a
menos que se indique lo contrario.

[0021] Los encabezados de seccion usados en este documento son solo para fines organizativos y no deben
interpretarse como limitantes de la materia descrita.

A. Definiciones

[0022] A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada en relacion con, y los
procedimientos y técnicas de quimica analitica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica descritas
en este documento son aquellas bien conocidas y cominmente utilizadas en la técnica. Se pueden usar técnicas
estandar para la sintesis quimica y el analisis quimico. Ciertas técnicas y procedimientos de este tipo se pueden
encontrar, por ejemplo, en "Modificaciones de carbohidratos en investigacion antisentido”, editado por Sangvi y
Cook, American Chemical Society, Washington DC, 1994; "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing
Co., Easton, Pa., 212 edicién, 2005; y "Antisense Drug Technology, Principles, Strategies, and Applications", editado
por Stanley T. Crooke, CRC Press, Boca Raton, Florida; y Sambrook et al., "Molecular Cloning, A laboratory
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Manual", 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989,

[0023] A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos tienen los siguientes significados:

Como se usa en el presente documento, "nucledsido" significa un compuesto que comprende un resto de
nucleobase y un resto de azucar. Los nucledsidos incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos naturales (como se
encuentran en el ADN y el ARN) y nucledsidos modificados. Los nucledsidos pueden estar unidos a un resto fosfato.

[0024] Como se usa en este documento, "modificacion quimica" significa una diferencia quimica en un compuesto
cuando se compara con una contraparte natural. Las modificaciones quimicas de los oligonucleotidos incluyen
modificaciones de nucledsidos (incluidas modificaciones de restos de azicar y modificaciones de nucleobases) y
modificaciones de enlaces internucledsidos. En referencia a un oligonucleétido, la modificacién quimica no incluye
diferencias solo en la secuencia de nucleobases.

[0025] Como se usa en el presente documento, "furanosilo" significa una estructura que comprende un anillo de 5
miembros que comprende cuatro atomos de carbono y un atomo de oxigeno.

[0026] Como se usa en el presente documento, "resto de azicar natural" significa un ribofuranosilo tal como se
encuentra en el ARN natural o un desoxirribofuranosilo tal como se encuentra en el ADN natural.

[0027] Como se usa en el presente documento, "resto de azucar" significa un resto de azlcar que se produce
naturalmente o un resto de azicar modificado de un nucleosido.

[0028] Como se usa en el presente documento, "resto de azucar modificado" significa un resto de azucar sustituido o
un sustituto de azucar.

[0029] Como se usa en el presente documento, "resto de azucar sustituido" significa un furanosilo que no es un
resto de azucar que se produce de forma natural. Los restos de azlcar sustituidos incluyen, pero no se limitan a
furanosilos que comprenden sustituyentes en la posicion 2', la posicion 3', la posicion 5’ y/o la posicion 4'. Ciertos
restos de azuUcar sustituidos son restos de azucares biciclicos.

[0030] Como se usa en el presente documento, "resto de azucar sustituido en 2" significa un furanosilo que
comprende un sustituyente en la posicion 2' distinta de H u OH. A menos que se indique lo contrario, un resto de
azucar sustituido en 2’ no es un resto de azucar biciclico (es decir, el sustituyente en 2' de un resto de azucar
sustituido en 2’ no forma un puente hacia otro atomo del anillo de furanosilo.

[0031] Como se usa en el presente documento, "MOE" significa -OCH2CH>OCHs,

[0032] Como se usa en el presente documento, "2'-F nucledsido” se refiere a un nucledsido que comprende un
azucar que comprende fldor en la posicion 2'.

[0033] A menos que se indique lo contrario, el flior en un nucledsido 2'-F se encuentra en la posicion ribo (que
reemplaza al OH de una ribosa natural). Como se usa en el presente documento, el término "sustituto del azucar"
significa una estructura que no comprende un furanosilo y que es capaz de reemplazar el resto de azlcar natural de
un nucledsido, de manera que las subunidades de nucledsidos resultantes son capaces de vincularse entre si y/o se
une a otros nucleodsidos para formar un compuesto oligomérico que es capaz de hibridar con un compuesto
oligomérico complementario. Tales estructuras incluyen anillos que comprenden un numero diferente de atomos que
furanosilo (por ejemplo, anillos de 4, 6 o 7 miembros); reemplazo del oxigeno de un furanosilo con un atomo no de
oxigeno (por ejemplo, carbono, azufre o nitrégeno); o tanto un cambio en el nimero de atomos como un reemplazo
del oxigeno. Dichas estructuras también pueden comprender sustituciones correspondientes a las descritas para
restos de azucar sustituidos (por ejemplo, sustitutos de azucares biciclicos carbociclicos de 6 miembros que
comprenden opcionalmente sustituyentes adicionales). Los sustitutos del azicar también incluyen reemplazos de
azucar mas complejos (por ejemplo, los sistemas sin anillo del acido nucleico peptidico). Los sustitutos del azucar
incluyen, sin limitacién, morfolinos, ciclohexenilos y ciclohexitoles.

[0034] Como se usa en el presente documento, "resto de azucar biciclico" significa un resto de azicar modificado
que comprende un anillo de 4 a 7 miembros (incluido, entre otros, un furanosilo) que comprende un puente que
conecta dos atomos del anillo de 4 a 7 miembros para formar un segundo anillo, resultando en una estructura
biciclica. En ciertas realizaciones, el anillo de 4 a 7 miembros es un anillo de azucar. En ciertas realizaciones, el
anillo de 4 a 7 miembros es un furanosilo. En ciertas de tales realizaciones, el puente conecta el carbono 2' y el
carbono 4' del furanosilo.

[0035] Como se usa en el presente documento, "nucledtido” significa un nucledsido que comprende ademas un
grupo de enlace fosfato. Como se usa en el presente documento, los "nucledsidos unidos" pueden estar o no unidos
por enlaces fosfato y, por lo tanto, incluyen, pero no se limitan a, "nucleétidos unidos" como se usa en el presente
documento, los "nucledsidos unidos" son nucledsidos que estan conectados en una secuencia continua (es decir, no
hay nucledsidos adicionales entre los que estan unidos).
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[0036] Como se usa en este documento, "nucleobase" significa un grupo de atomos que se pueden unir a un resto
de azucar para crear un nucledsido que es capaz de incorporarse en un oligonucleétido, y en donde el grupo de
atomos es capaz de unirse con una nucleobase suplementaria natural. La presente de otro oligonucleétido o acido
nucleico. Las nucleobases pueden ser naturales o modificadas.

[0037] Como se usa en el presente documento, los términos "nucleobase no modificada" o "nucleobase de origen
natural" significan las nucleobases heterociclicas de ARN o ADN que se producen de forma natural: las bases de
purina adenina (A) y guanina (G) y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) (incluyendo 5-metil C) y uracilo (U).

[0038] Como se usa en el presente documento, "nucleobase modificada" significa cualquier nucleobase que no sea
una nucleobase natural.

[0039] Como se usa en el presente documento, "nucledsido modificado" significa un nucledsido que comprende al
menos una modificacién quimica comparada con los nucleésidos de ARN o ADN que ocurren naturalmente. Los
nucledsidos modificados comprenden un resto de aztcar modificado y/o una nucleobase modificada.

[0040] Como se usa en el presente documento, "nucledsido biciclico” o "BNA" significa un nucleésido que
comprende un resto de azucar biciclico.

[0041] Como se usa en el presente documento, "nucledsido de etil restringido" o "cEt" significa un nucledsido que
comprende un resto de azucar biciclico que comprende un puente 4'-CH (CH3)-O-2'

[0042] Como se usa en este documento, "nucledsido de acido nucleico bloqueado” o "LNA" significa un nucledsido
que comprende un resto de azucar biciclico que comprende un puente 4'-CH,-O-2'.

[0043] Como se usa en el presente documento, "nucledsido sustituido en 2™ significa un nucledsido que comprende
un sustituyente en la posicion 2' diferente de H u OH. A menos que se indique lo contrario, un nucledsido sustituido
en 2’ no es un nucleodsido biciclico.

[0044] Como se usa en el presente documento, "desoxinucledsido" significa un nucledsido que comprende un resto
de azucar 2'-H furanosilo, como se encuentra en desoxirribonucledsidos naturales (ADN). En ciertas realizaciones,
un 2'-desoxinucledsido puede comprender una nucleobase modificada o puede comprender una nucleobase de ARN
(por ejemplo, uracilo).

[0045] Como se usa en el presente documento, "oligonucledtido” significa un compuesto que comprende una
pluralidad de nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido comprende uno o mas ribonucledsidos
no modificados (ARN) y/o desoxirribonucledsidos no modificados (ADN) y/o uno o mas nucledsidos modificados.

[0046] Como se usa en el presente documento, "oligonucledsido" significa un oligonucleétido en el que ninguno de
los enlaces internucledsidos contiene un atomo de fésforo. Como se usa en el presente documento, los
oligonucledtidos incluyen oligonucleosidos.

[0047] Como se usa en este documento, "oligonucledtido modificado” significa un oligonucleétido que comprende al
menos un nucledsido modificado y/o al menos un enlace internucledsido modificado.

[0048] Como se usa en el presente documento, "enlace" o "grupo de enlace" significa un grupo de atomos que se
unen entre si a otros dos o0 mas grupos de atomos.

[0049] Como se usa en este documento, "enlace internucleosidico" significa un enlace covalente entre nucledsidos
adyacentes en un oligo-nucleétido.

[0050] Como se usa en el presente documento, "enlace internucleosidico natural” significa un enlace fosfodiéster de
3ab.
[0051] Como se usa en el presente documento, "enlace internucleosidico modificado" significa cualquier enlace

internucledsido distinto de un enlace internucledsido que se produce.

[0052] Como se usa en el presente documento, "enlace internucleosidico terminal” significa el enlace entre los dos
ultimos nucledsidos de un oligonucleétido o una region definida del mismo.

[0053] Como se usa en el presente documento, "grupo de enlace de fosforo" significa un grupo de enlace que
comprende un atomo de fésforo. Los grupos de enlace de fésforo incluyen, sin limitacién, grupos que tienen la
férmula:
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.

=

Ry=P-R,

-2

en donde:

Ra y Rq son cada uno, independientemente, O, S, CH,, NH o NJ1 en donde J1 es alquilo C4-Cg 0 alquilo C+4-Cs
sustituido;

RpoesOo0S;

R: es OH, SH, alquilo C4+-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alcoxi C4-Ce, alcoxi C4-Cs sustituido, amino o amino
sustituido; y

JiesRpesOo0S.

Los grupos de enlace de fésforo incluyen, sin limitacion, fosfodiéster, fosforotioato, fosforoditioato, fosfinato,
fosforamidato, fosforotioamidato, tionoalquilfosfonato, fosfotriésteres, tioalquilfosfotriéster y boranofosfato.

[0054] Como se usa en el presente documento, "grupo de enlace de fosforo internucledsido” significa un grupo de
enlace de fésforo que une directamente dos nucleédsidos.

[0055] Como se usa en este documento, "grupo de enlace de foésforo no internucledsido” significa un grupo de
enlace de fésforo que no se une directamente a dos nucledsidos. En ciertas realizaciones, un grupo de enlace de
fésforo no internucledsido une un nucledsido a un grupo distinto de un nucledsido. En ciertas realizaciones, un grupo
de enlace de fésforo no internucledsido une dos grupos, ninguno de los cuales es un nucleosido.

[0056] Como se usa en el presente documento, "grupo de enlace neutro” significa un grupo de enlace que no esta
cargado. Los grupos de enlace neutro incluyen, sin limitacion, fosfotriésteres, metilfosfonatos, MMI (-CH2-N(CHs)-O-
), amida-3 (-CH,-C(=0)-N(H)-), amida-4 (-CH2-N(H)-C(=0)-, formacetal (-O-CH2-O-) y tioformacetal (-S-CH.-O-).
Otros grupos de enlace neutro incluyen enlaces no i6nicos que comprenden siloxano (dialquilsiloxano), éster de
carboxilato, carboxamida, sulfuro, éster de sulfonato y amidas (véase, por ejemplo: Modificaciones de carbohidratos
en investigacion antisentido; YS Sanghvi y PD Cook Eds. ACS Symposium Series 580; Capitulos 3 y 4, (pp. 40-65)).
Otros grupos de enlace neutro incluyen enlaces no iénicos que comprenden partes mixtas de N, O, S y CHp,

[0057] Como se usa en el presente documento, "grupo de enlace neutro internucleosidico" significa un grupo de
enlace neutro que une directamente dos nucleédsidos.

[0058] Como se usa en el presente documento, "grupo de enlace neutro no internucleosidico” significa un grupo de
enlace neutro que no se une directamente a dos nucledsidos. En ciertas realizaciones, un grupo de enlace neutro no
internucleosidico une un nucledsido a un grupo distinto de un nucledsido. En ciertas realizaciones, un grupo de
enlace neutro no internucledsido une dos grupos, ninguno de los cuales es un nucledsido.

[0059] Como se usa en el presente documento, "compuesto oligomérico” significa una estructura polimérica que
comprende dos o mas subestructuras. En ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico comprende un
oligonucledtido. En ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico comprende uno o mas grupos conjugados y/o
grupos terminales. En ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico consiste en un oligonucleétido. Los
compuestos oligoméricos también incluyen acidos nucleicos naturales. En ciertas realizaciones, un compuesto
oligomérico comprende un esqueleto de una o mas subunidades monoméricas enlazadas en las que cada
subunidad monomeérica enlazada esta unida directa o indirectamente a un resto de base heterociclica. En ciertas
realizaciones, los compuestos oligéricos también pueden incluir subunidades monomeéricas que no estan unidas a un
resto de base heterociclica, proporcionando de este modo sitios abasicos. En ciertas realizaciones, los enlaces que
unen las subunidades monoméricas, los restos de azicar o sustitutos y los restos de base heterociclica pueden
modificarse independientemente. En ciertas realizaciones, la unidad de enlace-azulcar, que puede o no incluir una
base heterociclica, puede estar sustituida con un mimético tal como los monémeros en acidos nucleicos peptidicos.

[0060] Como se usa en el presente documento, "grupo terminal” significa uno o mas atomos unidos a uno o ambos,
el extremo 3 o el extremo 5' de un oligonucledtido. En ciertas realizaciones, un grupo terminal es un grupo
conjugado. En ciertas realizaciones, un grupo terminal comprende uno o mas nucledsidos de grupo terminal.

[0061] Como se usa en el presente documento, "conjugado” o "grupo conjugado” significa un atomo o grupo de
atomos unidos a un oligonucleétido o compuesto oligomérico. En general, los grupos conjugados modifican una o
mas propiedades del compuesto al que estan unidos, incluidas, entre otras, propiedades farmacodinamicas,
farmacocinéticas, de union, absorcion, distribucion celular, captacion celular, carga y/o depuracion.
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[0062] Como se usa en el presente documento, "enlazador conjugado” o "enlazador" en el contexto de un grupo
conjugado significa una porcion de un grupo conjugado que comprende cualquier atomo o grupo de atomos y que se
unen covalentemente a (1) un oligonucleétido a otra porcion del grupo conjugado o (2) dos o mas porciones del
grupo conjugado.

[0063] Los grupos conjugados se muestran aqui como radicales, que proporcionan un enlace para formar la union
covalente a un compuesto oligomérico tal como un oligonucleétido antisentido. En ciertas realizaciones, el punto de
union en el compuesto oligomérico es el atomo de oxigeno 3’ del grupo 3'-hidroxilo del nucledsido terminal 3' del
compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, el punto de unién en el compuesto oligomérico es el atomo de
oxigeno 5 del grupo 5-hidroxilo del nucledsido terminal 5' del compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, el
enlace para formar la unién al compuesto oligomérico es un enlace escindible. En ciertas de tales realizaciones,
dicho enlace escindible constituye todo o parte de un resto escindible.

[0064] En ciertas realizaciones, los grupos conjugados comprenden un resto escindible (por ejemplo, un enlace
escindible o un nucledsido escindible) y una porcién de agrupacion de hidratos de carbono, tal como una porcién de
agrupacion de GalNAc. Dicha porcion de grupo de carbohidratos comprende: un resto de direccionamiento v,
opcionalmente, un enlazador conjugado. En ciertas realizaciones, la porcion del grupo de carbohidratos se identifica
por el numero y la identidad del ligando. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la porcidon de grupo de carbohidratos
comprende 3 grupos GalNAc y se designa "GalNAc3". En ciertas realizaciones, la porcion del grupo de carbohidratos
comprende 4 grupos GalNAc y se designa "GalNAc4". Las partes especificas del grupo de hidratos de carbono (que
tienen una ligadura, una ramificacion y un grupo enlazador conjugado especifico) se describen aqui y se designan
con numeros romanos seguidos por el subindice "a". Por consiguiente, "GalNac3-1a" se refiere a una porcion de
grupo de hidratos de carbono especifico de un grupo conjugado que tiene 3 grupos GalNac y grupos de enlace,
ramificacion y enlace especificamente identificados. Dicho fragmento de grupo de carbohidratos esta unido a un
compuesto oligomérico a través de un resto escindible, como un enlace escindible o un nucledsido escindible.

[0065] Como se usa en el presente documento, "resto escindible" significa un enlace o grupo que puede dividirse en
condiciones fisioldgicas. En ciertas realizaciones, un resto escindible se escinde dentro de una célula o
compartimentos subcelulares, tales como un lisosoma. En ciertas realizaciones, un resto escindible se escinde por
enzimas endogenas, tales como nucleasas. En ciertas realizaciones, un resto escindible comprende un grupo de
atomos que tienen uno, dos, tres, cuatro, o mas de cuatro enlaces escindibles.

[0066] Como se usa en el presente documento, "enlace escindible" significa cualquier enlace quimico capaz de
dividirse. En ciertas realizaciones, un enlace escindible se selecciona entre: una amida, una poliamida, un éster, un
éter, uno o ambos ésteres de un fosfodiéster, un éster de fosfato, un carbamato, un di-sulfuro o un péptido.

[0067] Como se usa en el presente documento, "grupo de carbohidratos” significa un compuesto que tiene uno o
mas residuos de carbohidratos unidos a un andamio o grupo enlazador. (Ver, por ejemplo, Maier et al., "Sintesis de
oligonucledtidos antisentido conjugados a un grupo de carbohidratos multivalentes para la seleccion celular,”
Bioconjugate Chemistry, 2003, (14): 18-29, o Rensen et al., "Disefio y sintesis de nuevos glicolipidos terminados en
N-acetilgalactosamina para dirigir las lipoproteinas al receptor de asiaglicoproteina hepatica," J. Med. Chem. 2004,
(47): 5798-5808, para ejemplos de grupos de conjugado de carbohidratos conjugados).

[0068] Como se usa en el presente documento, "derivado de carbohidrato” significa cualquier compuesto que pueda
sintetizarse usando un carbohidrato como material de partida o intermedio.

[0069] Como se usa en el presente documento, "carbohidrato" significa un carbohidrato de origen natural, un
carbohidrato modificado o un derivado de carbohidrato.

[0070] Como se usa en este documento, "grupo protector” significa cualquier compuesto o grupo protector conocido
por los expertos en la técnica. Se pueden encontrar ejemplos no limitativos de grupos protectores en "Grupos
protectores en quimica organica", TW Greene, PGM Wuts, ISBN 0-471-62301-6, John Wiley & Sons, Inc, Nueva
York.

[0071] Como se usa en el presente documento, "monocatenario” significa un compuesto oligomérico que no se
hibrida con su complemento y que carece de auto-complementariedad suficiente para formar un duplex autoestable
estable.

[0072] Como se usa en el presente documento, "doble cadena” significa un par de compuestos oligoméricos que se
hibridan entre si o un Unico compuesto oligomérico autocomplementario que forma una estructura de horquilla. En
ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico de doble cadena comprende un primer y un segundo compuesto
oligomérico.

[0073] Como se usa en el presente documento, "compuesto antisentido" significa un compuesto que comprende o
consiste en un oligonucleotido, al menos una porcién del cual es complementario a un acido nucleico diana con el
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que es capaz de hibridar, dando como resultado al menos una actividad antisentido.

[0074] Como se usa en este documento, "actividad antisentido" significa cualquier cambio detectable y/o medible
atribuible a la hibridacién de un compuesto antisentido a su acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la
actividad antisentido incluye la modulacién de la cantidad o actividad de un transcrito de acido nucleico diana (por
ejemplo, ARNm). En ciertas realizaciones, la actividad antisentido incluye la modulacién del empalme del pre-ARNm.

[0075] Como se usa en el presente documento, "compuesto antisentido basado en ARNasa H" significa un
compuesto antisentido en el que al menos parte de la actividad antisentido del compuesto antisentido es atribuible a
la hibridacion del compuesto antisentido a un acido nucleico diana y la subsiguiente escision del acido nucleico diana
por RNasa H.

[0076] Como se usa en el presente documento, "compuesto antisentido basado en RISC" significa un compuesto
antisentido en el que al menos parte de la actividad antisentido del compuesto antisentido es atribuible al complejo
de silenciamiento inducido por ARN (RISC).

[0077] Como se usa en el presente documento, "detectar" o "medir" significa que se realiza un ensayo para detectar
o medir. Dicha deteccion y/o medicion puede resultar en un valor de cero. Por lo tanto, si una prueba de deteccion o
medicion resulta en un hallazgo de que no hay actividad (actividad de cero), la etapa de deteccion o medicion de la
actividad, sin embargo, se ha realizado.

[0078] Como se usa en el presente documento, "actividad detectable y/o medible" significa una actividad
estadisticamente significativa que no es cero.

[0079] Como se usa en este documento, "esencialmente no modificado” significa poco o ninglin cambio en un
parametro particular, particularmente relativo a otro parametro que cambia mucho mas. En ciertas realizaciones, un
parametro no cambia esencialmente cuando cambia menos del 5%. En ciertas realizaciones, un parametro no
cambia esencialmente si cambia menos de dos veces, mientras que otro parametro cambia al menos diez veces.
Por ejemplo, en ciertas realizaciones, una actividad antisentido es un cambio en la cantidad de un acido nucleico
diana. En ciertas realizaciones de este tipo, la cantidad de un acido nucleico no diana no cambia esencialmente si
cambia mucho menos que el acido nucleico diana, pero el cambio no necesita ser cero.

[0080] Como se usa en el presente documento, "expresion" significa el proceso por el cual un gen finalmente
produce una proteina. La expresion incluye, pero no se limita a, transcripcion, modificacion postranscripcional (por
ejemplo, empalme, poliadenilacion, adicion de 5'-cap) y traduccion.

[0081] Como se usa en el presente documento, "acido nucleico diana" significa una molécula de acido nucleico con
la cual se pretende que un compuesto antisentido se hibride para dar como resultado una actividad antisentido
deseada. Los oligonucledtidos antisentido tienen suficiente complementariedad con sus acidos nucleicos diana para
permitir la hibridacion en condiciones fisiolégicas.

[0082] Como se usa en este documento, "complementariedad de nucleobase" o "complementariedad" cuando en
referencia a nucleobases significa una nucleobase que es capaz de emparejamiento de bases con otra nucleobase.
Por ejemplo, en el ADN, la adenina (A) es complementaria de la timina (T). Por ejemplo, en el ARN, la adenina (A)
es complementaria al uracilo (U). En ciertas realizaciones, nucleobase complementaria significa una nucleobase de
un compuesto antisentido que es capaz de emparejar bases con una nucleobase de su acido nucleico diana. Por
ejemplo, si una nucleobase en una cierta posicion de un compuesto antisentido es capaz de formar enlaces de
hidrégeno con una nucleobase en una cierta posicion de un acido nucleico diana, se considera que la posicion de los
enlaces de hidrogeno entre el oligonucledtido y el acido nucleico diana es complementario en ese par de
nucleobases. Las nucleobases que comprenden ciertas modificaciones pueden mantener la capacidad de
emparejarse con una nucleobase homéloga y, por lo tanto, ain son capaces de complementariedad de nucleobase.

[0083] Como se usa en el presente documento, "no complementario” en referencia a nucleobases significa un par de
nucleobases que no forman enlaces de hidrogeno entre si.

[0084] Como se usa en el presente documento, "complementario" en referencia a compuestos oligoméricos (por
ejemplo, nucleosidos unidos, oligonucleédtidos o acidos nucleicos) significa la capacidad de dichos compuestos
oligoméricos o regiones de los mismos para hibridar con otro compuesto oligomérico o region del mismo a través de
complementariedad de nucleobase. Los compuestos oligoméricos complementarios no necesitan tener una
complementariedad de nucleobase en cada nucledsido. Mas bien, se toleran algunos desajustes. En ciertas
realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricos complementarios son complementarios al 70% de las
nucleobases (70% complementarios). En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricos
complementarios son 80% complementarios. En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricos
complementarios son complementarios en un 90%. En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricos
complementarios son 95% complementarios. En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricos
complementarios son 100% complementarios.
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[0085] Como se usa en el presente documento, "falta de coincidencia" significa una nucleobase de un primer
compuesto oligomérico que no es capaz de emparejarse con una nucleobase en una posicion correspondiente de un
segundo compuesto oligomérico, cuando el primer y el segundo compuesto oligomérico estan alineados. Cualquiera
0 ambos de los compuestos oligoméricos primero y segundo pueden ser oligonucledtidos.

[0086] Como se usa en el presente documento, "hibridacion" significa el emparejamiento de compuestos
oligoméricos complementarios (por ejemplo, un compuesto antisentido y su acido nucleico diana). Si bien no se
limita a un mecanismo particular, el mecanismo mas comuin de emparejamiento implica el enlace de hidrogeno, que
puede ser el enlace de hidrogeno de Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inverso, entre nucleobases
complementarias.

[0087] Como se usa en el presente documento, "hibrida especificamente" significa la capacidad de un compuesto
oligomérico para hibridar con un sitio de acido nucleico con mayor afinidad que la que hibrida con otro sitio de acido
nucleico.

[0088] Como se usa en este documento, "completamente complementario” en referencia a un oligonucleétido o
porcion del mismo significa que cada nucleobase del oligonucleétido o porcién del mismo es capaz de emparejarse
con una nucleobase de un acido nucleico complementario o una porcién contigua del mismo. Por lo tanto, una region
completamente complementaria no comprende desajustes o nuleobases no hibridados en ninguna de las cadenas.

[0089] Como se usa en este documento, "porcentaje de complementariedad" significa el porcentaje de nucleobases
de un compuesto oligomérico que son complementarios a una porcion de igual longitud de un acido nucleico diana.
El porcentaje de complementariedad se calcula dividiendo el nimero de nucleobases del compuesto oligomérico que
son complementarios a las nucleobases en las posiciones correspondientes en el acido nucleico diana por la
longitud total del compuesto oligomérico.

[0090] Como se usa en este documento, "porcentaje de identidad" significa el nUmero de nucleobases en un primer
acido nucleico que son del mismo tipo (independientemente de la modificacion quimica) que las nucleobases en las
posiciones correspondientes en un segundo acido nucleico, dividido por el nimero total de nucleobases en el primer
acido nucleico.

[0091] Como se usa en este documento, "modulacion” significa un cambio en la cantidad o calidad de una molécula,
funcién o actividad cuando se compara con la cantidad o calidad de una molécula, funcién o actividad antes de la
modulacion. Por ejemplo, la modulacion incluye el cambio, ya sea un aumento (estimulacion o induccién) o una
disminucion (inhibicién o reduccioén) en la expresion génica. Como ejemplo adicional, la modulacién de la expresion
puede incluir un cambio en la seleccion del sitio de empalme del procesamiento previo al ARNm, dando como
resultado un cambio en la cantidad absoluta o relativa de una variante de empalme particular en comparacioén con la
cantidad en ausencia de modulacion.

[0092] Como se usa en el presente documento, "motivo quimico" significa un patrén de modificaciones quimicas en
un oligonucleétido o una regién del mismo. Los motivos pueden definirse por modificaciones en ciertos nucledsidos
y/o en ciertos grupos de enlace de un oligonucledtido.

[0093] Como se usa en el presente documento, "motivo de nucledsido" significa un patréon de modificaciones de
nucledsidos en un oligonucledtido o una regién del mismo. Los enlaces de tal oligonucleétido pueden modificarse o
no modificarse. A menos que se indique lo contrario, los motivos que describen en este documento solo los
nucledsidos pretenden ser motivos de nucledsidos. Por lo tanto, en tales casos, los enlaces no estan limitados.

[0094] Como se usa en el presente documento, "motivo de azucar" significa un patrén de modificaciones de azucar
en un oligonucledtido o una region del mismo.

[0095] Como se usa en el presente documento, "motivo de enlace" significa un patron de modificaciones de enlace
en un oligonucledtido o regién del mismo. Los nucledsidos de tal oligonucledtido pueden modificarse o no
modificarse. A menos que se indique lo contrario, los motivos en el presente documento que describen solo enlaces
estan destinados a ser motivos de enlace. Por lo tanto, en tales casos, los nucleésidos no estan limitados.

[0096] Como se usa en este documento, "motivo de modificacion de nucleobase" significa un patron de
modificaciones a las nucleobases a lo largo de un oligonucleétido. A menos que se indique lo contrario, un motivo de
modificacién de nucleobase es independiente de la secuencia de nucleobase.

[0097] Como se usa en este documento, "motivo de secuencia" significa un patrén de nucleobases dispuesto a lo
largo de un oligonucleétido o una porcion del mismo. A menos que se indique lo contrario, un motivo de secuencia
es independiente de las modificaciones quimicas y, por lo tanto, puede tener cualquier combinacién de
modificaciones quimicas, sin modificaciones quimicas.
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[0098] Como se usa en este documento, "tipo de modificacion" en referencia a un nucledsido o un nucleésido de un
"tipo" significa la modificacion quimica de un nucledsido e incluye nucledsidos modificados y no modificados. Por
consiguiente, a menos que se indique lo contrario, un "nucledsido que tiene una modificacion de un primer tipo"
puede ser un nucledsido no modificado.

[0099] Como se usa en el presente documento, modificaciones quimicas significan modificaciones quimicas o
sustituyentes quimicos que son diferentes entre si, incluida la ausencia de modificaciones. Asi, por ejemplo, un
nucledsido de MOE y un nucledsido de ADN no modificado estan "modificados de manera diferente", incluso aunque
el nucledsido de ADN no esté modificado. Del mismo modo, el ADN y el ARN estan "modificados de manera
diferente", aunque ambos son nucledsidos no modificados que ocurren naturalmente. Los nucledsidos que son
iguales pero que comprenden diferentes nucleobases no se modifican de manera diferente. Por ejemplo, un
nucledsido que comprende un azucar modificado con 2'-OMe y una nucleobase de adenina no modificada y un
nucledsido que comprende un aztcar modificado con 2'-OMe y una nucleobase de timina no modificada no se
modifican de manera diferente.

[0100] Como se usa en este documento, "el mismo tipo de modificaciones" se refiere a modificaciones que son
iguales entre si, incluida la ausencia de modificaciones. Asi, por ejemplo, dos nucledsidos de ADN no modificados
tienen "el mismo tipo de modificacién”, aunque el nucleésido de ADN no esta modificado. Dichos nucledsidos que
tienen la misma modificacion de tipo pueden comprender diferentes nucleobases.

[0101] Como se usa en el presente documento, "regiones separadas” significa porciones de un oligonucledtido en el
que las modificaciones quimicas o el motivo de modificaciones quimicas de cualquiera de las porciones vecinas
incluyen al menos una diferencia para permitir que las regiones separadas se distingan entre si.

[0102] Como se usa en el presente documento, "vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable" significa
cualquier sustancia adecuada para usar en la administracién a un animal. En ciertas realizaciones, un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable es solucion salina estéril. En ciertas realizaciones, tal solucion salina estéril
es solucion salina de calidad farmacéutica.

[0103] Como se usa en el presente documento, el término "trastorno metabdlico" significa una enfermedad o
afeccion caracterizada principalmente por la disregulacion del metabolismo, el complejo conjunto de reacciones
quimicas asociadas con la descomposicion de los alimentos para producir energia.

[0104] Como se usa en el presente documento, el término "trastorno cardiovascular" significa una enfermedad o
afeccion que se caracteriza principalmente por una funcion alterada del corazén o de los vasos sanguineos.

[0105] Como se usa en el presente documento, el término "sistema de anillo mono o policiclico" pretende incluir
todos los sistemas de anillo seleccionados entre sistemas de anillo radical simple o policiclico en donde los anillos
estan fusionados o unidos y se entiende que incluye sistemas de anillo Unico y mixto individualmente seleccionado
entre alifatico, aliciclico, arilo, heteroarilo, aralquilo, arilalquilo, heterociclico, heteroarilo, heteroaromatico y
heteroarilalquilo. Tales estructuras mono y policiclicas pueden contener anillos que tienen cada uno el mismo nivel
de saturacion o cada uno, independientemente, tienen grados variables de saturacion que incluyen totalmente
saturado, parcialmente saturado o totalmente insaturado. Cada anillo puede comprender atomos del anillo
seleccionados de C, N, O y S para dar lugar a anillos heterociclicos, asi como anillos que comprenden solo los
atomos del anillo C que pueden estar presentes en un motivo mixto tal como, por ejemplo, bencimidazol en el que un
anillo tiene solo anillo de carbono. Los atomos y el anillo fundido tienen dos atomos de nitrégeno. El sistema de
anillo mono o policiclico se puede sustituir adicionalmente con grupos sustituyentes tales como, por ejemplo,
ftalimida que tiene dos grupos = 0 unidos a uno de los anillos. Los sistemas anulares mono o policiclicos se pueden
unir a las moléculas parentales utilizando diversas estrategias tales como directamente a través de un atomo del
anillo, fusionado a través de multiples atomos del anillo, a través de un grupo sustituyente o a través de un resto de
enlace bifuncional.

[0106] Como se usa en el presente documento, "profarmaco” significa una forma inactiva o menos activa de un
compuesto que, cuando se administra a un sujeto, se metaboliza para formar el compuesto activo, o mas activo, (por
ejemplo, el farmaco).

[0107] Como se usa en el presente documento, "sustituyente" y "grupo sustituyente" significa un atomo o grupo que
reemplaza el atomo o grupo de un compuesto parental nombrado. Por ejemplo, un sustituyente de un nucledsido
modificado es cualquier atomo o grupo que difiere del atomo o grupo que se encuentra en un nucledsido natural (por
ejemplo, un subponente 2’ modificado es cualquier atomo o grupo en la posicion 2' de otro nucledsido que H u OH).
Los grupos sustituyentes pueden estar protegidos o desprotegidos. En ciertas realizaciones, los compuestos de la
presente divulgacion tienen sustituyentes en una o en mas de una posicion del compuesto original. Los sustituyentes
también pueden sustituirse adicionalmente con otros grupos sustituyentes y pueden unirse directamente o mediante
un grupo de enlace tal como un grupo alquilo o hidrocarbilo a un compuesto principal.

[0108] Del mismo modo, como se usa en este documento, "sustituyente" en referencia a un grupo funcional quimico
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significa un atomo o grupo de atomos que difiere del atomo o un grupo de atomos normalmente presente en el grupo
funcional nombrado. En ciertas realizaciones, un sustituyente reemplaza un atomo de hidrégeno del grupo funcional
(por ejemplo, en ciertas realizaciones, el sustituyente de un grupo metilo sustituido es un atomo o grupo distinto de
hidrégeno que reemplaza uno de los atomos de hidrégeno de un grupo metilo no sustituido). A menos que se
indique lo contrario, los grupos susceptibles de ser utilizados como sustituyentes incluyen, sin limitacion, halégeno,
hidroxilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, acilo (-C(O)Raa), carboxilo (-C(O)O-Raa), grupos alifaticos, grupos aliciclicos,
alcoxi, oxi sustituido (-O-Raa), arilo, aralquilo, radical heterociclico, heteroarilo, heteroarilalquilo, amino (-N(Rub)(Rcc)),
imino(=NRbb), amido (-C(O)N(Rpb)(Rec) 0 -N(Rub)C(O)Raa), azido (-Ns3), nitro (-NOgz), ciano (-CN), carbamido (-
OC(O)N(Rpp)(Rec) 0 -N(Rup)C(O)OR4a), ureido (-N(Rpb)C(O)N(Rpb)(Ree)), tioureido  (-N(Rpb)C(S)N(Rob))-(Rec)),
guanidinilo (-N(Rbb)C(=NRbb)N(Rbb)(Rcc)), amidinilo (-C(=NRbb)N(Rbb)(Rcc) o -N(Rbb)C(=NRbb)(Raa), tiol (-SRbb),
sulfinilo (-S(O)Repb), sulfonilo (-S(O)2Rpp) y sulfonamidilo (-S(O)2N(Reb)(Rec) 0 -N(Rbp)S-(0)2Rub). En donde cada Ras,
Rob ¥ Rec s, independientemente, H, un grupo funcional quimico opcionalmente unido o un grupo sustituyente
adicional con una lista preferida que incluye sin limitacion, alquilo, alquenilo, alquinilo, alifatico, alcoxi, acilo, arilo,
aralquilo, heteroarilo, aliciclico, heterociclico y heteroarilalquilo. Los sustituyentes seleccionados dentro de los
compuestos descritos en el presente documento estan presentes en un grado recursivo.

[0109] Como se usa en el presente documento, "alquilo”, como se usa en el presente documento, significa un radical
hidrocarburo saturado lineal o ramificado que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono. Los ejemplos de
grupos alquilo incluyen, sin limitacion, metilo, etil, propilo, butilo, isopropilo, n-hexilo, octilo, decilo, dodecilo y
similares. Los grupos alquilo incluyen tipicamente de 1 a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente
de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono (alquilo C4-C+2), siendo mas preferidos de 1 a aproximadamente 6
atomos de carbono.

[0110] Como se usa en este documento, "alquenilo” significa un radical de cadena de hidrocarburo lineal o
ramificado que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un doble enlace carbono-
carbono. Los ejemplos de grupos alquenilo incluyen, sin limitacion, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2-buten-1-ilo,
dienos tales como 1,3-butadieno y similares. Los grupos alquenilo incluyen tipicamente de 2 a aproximadamente 24
atomos de carbono, mas tipicamente de 2 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo mas preferidos de 2 a
aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquenilo como se usan en este documento pueden incluir
opcionalmente uno o mas grupos sustituyentes adicionales.

[0111] Como se usa en este documento, "alquinilo" significa un radical de hidrocarburo lineal o ramificado que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Los ejemplos
de grupos alquinilo incluyen, sin limitacion, etinilo, 1-propinilo, 1-butinilo y similares. Los grupos alquinilo incluyen
tipicamente de 2 a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 2 a aproximadamente 12 atomos
de carbono, siendo mas preferidos de 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquinilo como se
usan en este documento pueden incluir opcionalmente uno o mas grupos sustituyentes adicionales.

[0112] Como se usa en este documento, "acilo” significa un radical formado por la eliminacion de un grupo hidroxilo
de un acido organico y tiene la Formula general -C(O)-X donde X es tipicamente alifatico, aliciclico o aromatico. Los
ejemplos incluyen carbonilos alifaticos, carbonilos aromaticos, sulfonilos alifaticos, sulfinilos aromaticos, sulfinilos
alifaticos, fosfatos aromaticos, fosfatos alifaticos y similares. Los grupos acilo como se usan en este documento
pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

[0113] Como se usa en el presente documento, "aliciclico” significa un sistema de anillo ciclico en el que el anillo es
alifatico. El sistema de anillo puede comprender uno o mas anillos en los que al menos un anillo es alifatico. Los
aliciclicos preferidos incluyen anillos que tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 9 atomos de carbono en
el anillo aliciclico, como se usa en el presente documento, puede incluir opcionalmente grupos sustituyentes
adicionales.

[0114] Como se usa en este documento, "alifatico” significa un radical de hidrocarburo lineal o ramificado que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono en el que la saturaciéon entre cualquiera de los dos atomos de
carbono es un enlace simple, doble o triple. Un grupo alifatico contiene preferiblemente de 1 a aproximadamente 24
atomos de carbono, mas tipicamente de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo mas preferido de 1 a
aproximadamente 6 atomos de carbono. La cadena lineal o ramificada de un grupo alifatico se puede interrumpir con
uno o mas heteroatomos que incluyen nitrégeno, oxigeno, azufre y fésforo. Tales grupos alifaticos interrumpidos por
heteroatomos incluyen, sin limitacién, polialcoxis, tales como polialquilenglicoles, poliaminas y poliiminas. Los grupos
alifaticos como se usan en este documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

[0115] Como se usa en este documento, "alcoxi" significa un radical formado entre un grupo alquilo y un atomo de
oxigeno en el que el atomo de oxigeno se usa para unir el grupo alcoxi a una molécula principal. Los ejemplos de
grupos alcoxi incluyen, sin limitacion, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, n-butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, n-pentoxi,
neopentoxi, n-hexoxi y similares. Los grupos alcoxi como se usan en este documento pueden incluir opcionalmente
grupos sustituyentes adicionales.

[0116] Como se usa en el presente documento, "aminoalquilo” significa un radical alquilo C4-C12 sustituido con
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amino. La porcion alquilo del radical forma un enlace covalente con una molécula parental. El grupo amino puede
ubicarse en cualquier posicion y el grupo aminoalquilo puede estar sustituido con un grupo sustituyente adicional en
las porciones alquilo y/o amino.

[0117] Como se usa en el presente documento, "aralquilo” y "arilalquilo" significan un grupo aromatico que esta
unido covalentemente a un radical alquilo C4-C12, La porcién de radical alquilo del grupo aralquilo (o arilalquilo)
resultante forma un enlace covalente con una molécula principal. Los ejemplos incluyen, sin limitacion, bencil,
fenetilo y similares. Los grupos aralquilo como se usan en el presente documento pueden incluir opcionalmente otros
grupos sustituyentes unidos al alquilo, el arilo o ambos grupos que forman el grupo radical.

[0118] Como se usa en el presente documento, "arilo" y "aromatico" significan radicales de sistema de anillo
carbociclico monociclicos o policiclicos que tienen uno o mas anillos aromaticos. Los ejemplos de grupos arilo
incluyen, sin limitacion, fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, idenilo y similares. Los sistemas de anillos arilo
preferidos tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 atomos de carbono en uno o mas anillos. Los
grupos arilo como se usan en este documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

[0119] Como se usa en el presente documento, "halo" y "halégeno", significan un atomo seleccionado de fltor, cloro,
bromo y yodo.

[0120] Como se usa en el presente documento, "heteroarilo" y "heteroaromatico" significa un radical que comprende
un anillo aromatico mono o policiclico, sistema de anillo o sistema de anillo fusionado en el que al menos uno de los
anillos es aromatico e incluye uno o mas heteroatomos. Heteroarilo también pretende incluir sistemas de anillos
fusionados, incluidos sistemas en los que uno o mas de los anillos fusionados no contienen heteroatomos. Los
grupos heteroarilo incluyen tipicamente un atomo de anillo seleccionado de azufre, nitrégeno u oxigeno. Los
ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, sin limitacion, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo,
tiazolilo, oxazolilo, isooxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo, benzimidazolilo,
benzooxazolilo, quinoxalinil, y similares. Los radicales heteroarilo pueden unirse a una molécula parental
directamente o a través de un resto de enlace, como un grupo alifatico o heteroatomo. Los grupos heteroarilo como
se usan en este documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

[0121] Como se usa en el presente documento, "compuesto conjugado” significa cualquier atomo, grupo de atomos,
o grupo de atomos unidos adecuado para uso como un grupo conjugado. En ciertas realizaciones, los compuestos
conjugados pueden poseer o impartir una o mas propiedades, que incluyen, pero no se limitan a las propiedades
farmacodinamicas, farmacocinéticas, de union, absorcion, distribucion celular, captacion celular, carga y/o
depuracion.

[0122] Como se usa en el presente documento, a menos que se indique o modifique de otra manera, el término
"doble cadena" se refiere a dos compuestos oligoméricos separados que se hibridan entre si. Dichos compuestos de
doble cadena pueden tener uno o mas nucledsidos o no hibridantes en uno o ambos extremos de una o ambas
cadenas (salientes) y/o uno o mas nucleosidos internos no hibridantes (desajustes) siempre que exista suficiente
complementariedad para mantener la hibridacion bajo condiciones fisiolégicamente relevantes.

B. Ciertos compuestos

[0123] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona compuestos antisentido conjugados que
comprenden oligonucledtidos antisentido y un conjugado.

a. Ciertos oligonucleétidos antisentido

[0124] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona oligonucledtidos antisentido. Tales
oligonucledtidos antisentido comprenden nucledsidos unidos, comprendiendo cada nucleésido un resto azucar y una
nucleobase. La estructura de tales oligonucledtidos antisentido puede considerarse en términos de caracteristicas
quimicas (por ejemplo, modificaciones y patrones de modificaciones) y secuencia de nucleobases (por ejemplo,
secuencia de oligonucledtidos antisentido, identidad y secuencia de acido nucleico diana).

i. Ciertas caracteristicas de la quimica

[0125] El oligonucledtido antisentido comprende una o mas modificaciones. En ciertas de tales realizaciones, los
oligonucledtidos antisentido comprenden uno o mas nucledsidos modificados y/o enlaces internucleosidicos
modificados. En ciertas realizaciones, los nucledsidos modificados comprenden un resto de aztcar modificado y/o
una nucleobase modificada.

1. Ciertos restos de azuicar

[0126] En ciertas realizaciones, los compuestos de la divulgacion comprenden uno o mas nucledsidos modificados
que comprenden un resto de azucar modificado. Dichos compuestos que comprenden uno o mas nucledsidos
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modificados con azucar pueden tener propiedades deseables, tales como estabilidad mejorada de la nucleasa o
afinidad de unién aumentada con un acido nucleico diana en relacion con un oligonucledtido que comprende solo
nucledsidos que comprenden restos de azlcar que se producen naturalmente. En ciertas realizaciones, los restos de
azucar modificados son restos de azucar sustituidos. En ciertas realizaciones, los restos de azticar modificados son
sustitutos del azlcar. Tales sustitutos de azucar pueden comprender una o mas sustituciones correspondientes a las
de restos de azucar sustituidos.

[0127] En ciertas realizaciones, los restos de azicar modificados son restos de azucar sustituidos que comprenden
uno o mas sustituyentes de azucar no puente, que incluyen pero no se limitan a sustituyentes en las posiciones 2’
y/o 5'. Los ejemplos de sustituyentes de azlcar adecuados para la posiciéon 2’ incluyen, entre otros: 2'-F, 2'-OCH3
("OMe" u "O-metilo") y 2'-O(CH2).,OCHjs ("MOE"). En ciertas realizaciones, los sustituyentes de azucar en la posicion
2’ se seleccionan entre alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-alquilo C1-C4o, alquilo O-C4-C4o sustituido; OCF3,
O(CH3)2SCH3;, O(CH2)2-ON(Rm)(Rn), y O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada Rm y Rn es, independientemente, H o
alquilo C4-C1p sustituido o no sustituido. Los ejemplos de sustituyentes de azucar en la posicion 5’ incluyen, pero no
se limitan a: 5-metilo (R o S); 5-vinilo, y 5'-metoxi. En ciertas realizaciones, los azlcares sustituidos comprenden
mas de un sustituyente de azdcar no puente, por ejemplo, restos de azucar 2'-F-5'-metilo (véase, por ejemplo, la
Solicitud Internacional PCT WO 2008/101157, para restos de azlcares sustituidos por 5, 2'-bis y nucledsidos
adicionales).

[0128] Los nucledsidos que comprenden restos de azlcares sustituidos en 2’ se denominan nucledsidos sustituidos
en 2'. En ciertas realizaciones, un nucledsido sustituido en 2° comprende un grupo sustituyente en 2' seleccionado
de halo, alilo, amino, azido, SH, CN, OCN, CF3, OCF3, O, S o N(Rn)-alquilo; O, S o N(Rm)-alquenilo; O, S o N(Rm)-
alquinilo; O-alquilenil-O-alquilo, alquinilo, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo, O-aralquilo, O(CH2)2SCH3, O-(CH>).-
ON(Rm)(Rn) u O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada R y R, es, independientemente, H, un grupo protector de amino
o alquilo C4-C1g sustituido o no sustituido. Estos grupos sustituyentes en 2’ pueden estar ademas sustituidos con uno
0 mas grupos sustituyentes seleccionados independientemente entre hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi, bencil, fenilo,
nitro (NO>), tiol, tioalcoxi (S-alquilo), halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.

[0129] En ciertas realizaciones, un nucledsido sustituido en 2’ comprende un grupo sustituyente en 2' seleccionado
de F, NH2, N3, OCF3, O-CHs, O(CHz)3sNH2, CH,-CH=CH,, O-CH>-CH=CH;, OCH2CH>OCH3, O(CH)>SCH3, O-(CHz)2-
O-N(Rm)(Rn), O(CH2)20(CH3)2N(CHs), y acetamida N-sustituida (O-CH2-C(=0)-N(Rm)(R») donde cada Rn y Ry es,
independientemente, H, un grupo protector de amino o alquilo C4-C+ sustituido o no sustituido.

[0130] En ciertas realizaciones, un nucledsido sustituido en 2° comprende un resto de azicar que comprende un
grupo sustituyente en 2' seleccionado de F, OCF3, O-CH3, OCH2CH,OCH3, O(CH2)2SCH3, O-(CH2)2-ON (CHj3)y, -
O(CH2)20 (CH2)2N(CHj3)2, y O-CH2-C(=0)-N(H)CHs,

[0131] En ciertas realizaciones, un nucledsido sustituido en 2° comprende un resto de azicar que comprende un
grupo sustituyente en 2' seleccionado de F, O-CH3 y OCH>CH,OCHj3,

[0132] Ciertos restos de azucar modificados comprenden un sustituyente de azucar puente que forma un segundo
anillo que da como resultado un resto de azucar biciclico. En ciertas realizaciones de este tipo, el resto de azlcar
biciclico comprende un puente entre los atomos del anillo de furanosa 4’ y 2'. Los ejemplos de dichos sustituyentes
de azulcar 4’ a 2' incluyen, entre otros: -[C(Ra)(Rb)]s-, -[C(Ra)(Rp)]n-O-, -C(RaRb)-N(R)-O- 0, -C(RaR)-ON(R)-; 4'-CH,-
2', 4-(CH2)2-2’, 4'~<(CHz)3-2', 4'-(CH2)-O-2" (LNA); 4’-(CH2)-S-2"; 4'-(CH2)-O-2' (ENA); 4'-CH(CH3)-O-2’ (cEt) y 4-
CH(CH20CHj3)-0-2', y sus analogos (ver, por ejemplo, la Patente de EE.UU. 7,399,845, publicada el 15 de julio de
2008); 4'-C (CHs) (CHs)-0O-2’y sus analogos, (véase, por ejemplo, el documento WO2009/006478, publicado el 8 de
enero de 2009); 4'-CHz-N (OCHj3)-2'y sus analogos (ver, por ejemplo, WO2008/150729, publicado el 11 de diciembre
de 2008); 4'-CH>-ON(CHs)-2’ (ver, por ejemplo, US2004/0171570, publicado el 2 de septiembre de 2004); 4'-CH,-
ON(R)-2’, y 4'-CH>-N(R)-0-2'-, en donde cada R es, independientemente, H, un grupo protector, o alquilo C1-C1z; 4'-
CH2-N(R)-O-2’, en donde R es H, alquilo C4-C+2, 0 un grupo protector (ver, Patente de EE.UU. 7,427,672, concedida
el 23 de septiembre de 2008); 4'-CH»-C(H)(CHs)-2’ (ver, por ejemplo, Chattopadhyaya, et al., J. Org. Chem., 2009,
74, 118-134); y 4'-CH-C (= CH.)-2'y sus analogos (ver, publicado en la Solicitud Internacional PCT WO
2008/154401, publicada el 8 de diciembre de 2008).

[0133] En ciertas realizaciones, tales puentes 4’ a 2' comprenden independientemente de 1 a 4 grupos enlazados
seleccionados independientemente de -[C(Ra)(Rb)]n-, -C(Ra)=C(Rb)-, -C(Ra)=N-, -C(=NRa)-, -C(=0)-, -C(=S)-, -O-, -
Si(Ra)z2-, -S(=O)x-, y -N(Ra)-;

en donde:

xes0,102;

nes1,2, 304;

cada Rs y Ry es, independientemente, H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C4-C+», alquilo C4-C42 sustituido,
alquenilo C,-C12, alquenilo C»-C+3 sustituido, alquinilo C,-C12, alquinilo C»-C12 sustituido, arilo Cs-Cyo, arilo Cs-Czo
sustituido, radical heterociclo, radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, radical aliciclico Cs-
Cy, radical aliciclico Cs-C7 sustituido, halogeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, COOJ4, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, CN,
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sulfonilo (S(=0)2-J1) o sulfoxilo (S(=0)-J1); ¥

cada J1 y Jz es, independientemente, H, alquilo C1-C12, alquilo C4-C+2 sustituido, alquenilo C»-C12, alquenilo Co-
C12 sustituido, alquinilo C-C12, alquinilo C,-C+2 sustituido, arilo Cs-Cyo, arilo Cs-Cyo sustituido, acilo (C(=0)-H),
acilo sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, aminoalquilo C1-C12, aminoalquilo C1-C12
sustituido o un grupo protector.

[0134] Los nucledsidos que comprenden restos de azlcares biciclicos se denominan nucledsidos biciclicos 0 BNA.
Los nucledsidos biciclicos incluyen, pero no se limitan a, (A) a-L-metilenoxi (4'-CH2-0O-2") BNA, (B) B-D-metilenoxi (4'-
CH»-0O-2’) BNA (también denominado acido nucleico bloqueado o LNA), (C) Etilenoxi (4’-(CH2).-O-2’) BNA, (D)
Aminooxi (4'-CH>-O-N(R))-2’) BNA, (E) Oxiamino (4'-CH2-N(R)-O-2') BNA, (F) metil (metilenoxi) (4'-CH(CHz3)-O-2’)
BNA (también denominado etil restringido o cEt), (G) metileno-tio (4'-CH2-S-2') BNA, (H) metileno-amino (4'-CHz-
N(R)-2') BNA, (I) metil carbociclico (4'-CH,-CH(CH3)-2") BNA, y (J) propileno carbociclico (4'-(CH)3-2") BNA como se
muestra a continuacion.

© 0 Bx 0 Bx

(A) ®) L ©

en donde Bx es un resto nucleobase y R es, independientemente, H, un grupo protector, o alquilo C4-Cyz,

[0135] Los restos de azucares biciclicos adicionales se conocen en la técnica, por ejemplo: Singh et al., Chem.
Commun., 1998, 4, 455-456; Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630; Wahlestedt y otros, Proc. Natl Acad
Sci. EE.UU., 2000, 97, 5633-5638; Kumar et al., Bioorg. Medicina. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222; Singh et al., J.
Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava y otros, J. Am. Chem. Soc., 129 (26) 8362-8379 (4 de julio de 2007);
Elayadi et al., Curr. Opinion Invens. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch y col., Chem. Biol., 2001, 8, 1-7; Orum et al.,
Curr. Opinién mol. Ther., 2001, 3, 239-243; Las patentes de EE.UU. n° 7,053,207, 6,268,490, 6,770,748, 6,794,499,
7,034,133, 6,525,191, 6,670,461 y 7,399,845; WO 2004/106356, WO 1994/14226, WO 2005/021570 y WO
2007/134181; las publicaciones de patentes de EE.UU. US2004/0171570, US2007/0287831, y US2008/0039618;
Las patentes de EE.UU. N° de serie 12/129,154, 60/989,574, 61/026,995, 61/026,998, 61/056,564, 61/086,231,
61/097,787 'y 61/099,844; y las solicitudes internacionales PCT numeros PCT/US2008/064591,
PCT/US2008/066154, y PCT/US2008/068922.

[0136] En ciertas realizaciones, los restos de azucares biciclicos y los nucledsidos que incorporan dichos restos de
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azucares biciclicos se definen adicionalmente por configuracion isomérica. Por ejemplo, un nucleésido que
comprende un puente 4'-2’'metileno-oxi, puede estar en la configuracion a-L o en la configuracion B-D.
Anteriormente, los nucledsidos biciclicos a-L-metilenoxi (4'-CH,-O-2’) se habian incorporado en oligonucledtidos
antisentido que mostraban actividad antisentido (Frieden et al., Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372).

[0137] En ciertas realizaciones, los restos de azicar sustituidos comprenden uno o mas sustituyentes de azucar no
puente y uno o mas sustituyentes de azicar puente (por ejemplo, azucares 5’ sustituidos y 4'-2' puente). (Ver,
Solicitud Internacional PCT WO 2007/134181, publicada el 22/22/07, en donde LNA esta sustituido con, por ejemplo,
un grupo 5'-metilo o un grupo 5'-vinilo).

[0138] En ciertas realizaciones, los restos de azucar modificados son sustitutos del azdcar. En ciertas realizaciones
de este tipo, el atomo de oxigeno del azicar natural se sustituye, por ejemplo, con un atomo de sulfuro, carbono o
nitrégeno. En ciertas de tales realizaciones, dicho resto de azicar modificado también comprende puentes y/o
sustituyentes no puente como se describid anteriormente. Por ejemplo, ciertos sustitutos del azdcar comprenden un
atomo de azufre 4’ y una sustitucion en la posicion 2' (ver, por ejemplo, la solicitud de patente estadounidense
publicada US2005/0130923, publicada el 16 de junio de 2005) y/o la posicion 5. A modo de ejemplo adicional, se
han descrito nucledsidos biciclicos carbociclicos que tienen un puente 4'-2’ (véase, por ejemplo, Freier et al., Nucleic
Acids Research, 1997, 25 (22), 4429-4443 y Albaek et al., J. Org. Chem., 2006, 71, 7731-7740).

[0139] En ciertas realizaciones, los sustitutos del azdcar comprenden anillos que tienen otros 5 atomos. Por ejemplo,
en ciertas realizaciones, un sustituto del azdcar comprende un morflino. Los compuestos morfolinos y su uso en
compuestos oligoméricos se han publicado en numerosas patentes y articulos publicados (ver, por ejemplo, Braasch
et al.,, Biochemistry, 2002, 41, 4503-4510; y patentes estadounidenses 5,698,685; 5,166,315; 5,185,444 y
5,034,506). Tal como se usa aqui, el término "morfolino" significa un sustituto del azucar que tiene la siguiente
estructura:

E_O Bx

En ciertas realizaciones, los morfolinos pueden modificarse, por ejemplo, afiadiendo o alterando varios grupos
sustituyentes de la estructura de morfolino anterior. Tales sustitutos del azicar se denominan en el presente
documento "morfolinos modificados".

[0140] Para otro ejemplo, en ciertas realizaciones, un sustituto del azicar comprende un tetrahidropirano de seis
miembros. Tales tetrahidropiranos pueden ser modificados o sustituidos adicionalmente. Los nucledsidos que
comprenden tales tetrahidropiranos modificados incluyen, entre otros, acido nucleico hexitol (HNA), acido nucleico
anitol (ANA), acido nucleico manitol (MNA) (ver Leumann, CJ. Bioorg. & Med. Chem. (2002) 10: 841-854), fluior HNA
(F-HNA) y aquellos compuestos que tienen la Férmula VI:

4, 4y
T,—0O o 93
4y qs
Q5 Bx
O
/ Ry Ry 9s
T4
Vi

en donde independientemente para cada uno de dichos al menos un analogo de nucledsido de tetrahidropirano de
Férmula VI:

Bx es un resto nucleobase;

T3y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucledsido que une el analogo nucleosidico
de tetrahidropirano al compuesto antisentido o uno de T3 y T4 es un grupo de enlace internucleésido que une el
analogo de nucledsido tetrahidropirano al compuesto antisentido y el otro de Tz y T4 es H, un grupo protector de
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hidroxilo, un grupo conjugado unido, o un grupo terminal 5’ o 3';

a1, 92, 93, G4, 9s, Je Y g7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C4-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C,-Cs, alquenilo C»-Cs sustituido, alquinilo C2-Cg 0 alquinilo C2-Cs sustituido; y

cada uno de Ry y R? se selecciona independientemente entre: hidrégeno, haldgeno, alcoxi sustituido o no
sustituido, NJ1Jz, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ+1J2, y CN, en donde X es O, S o NJ4, y cada J1, J2
y J3 es, independientemente, H o alquilo C4-Ce,

[0141] En ciertas realizaciones, los nucledsidos THP modificados de Férmula VI se proporcionan en donde q1, gz, g3,
d4, 05, s Y g7 son cada uno H. En ciertas realizaciones, al menos uno de q1, g2, 93, G4, s, s Y Q7 €s distinto de H. En
ciertas realizaciones, al menos uno de g1, q2, 93, 94, Os, Js Y g7 €S metilo. En ciertas realizaciones, se proporcionan
nucleodsidos THP de Formula VI en donde uno de R1 y R? es F. En ciertas realizaciones, R; es flior y R? es H, Rq es
metoxi y R? es H, y Ry es metoxietoxi y R? es H.

[0142] También se conocen muchos otros sistemas de anillos sustitutos de azucar biciclo y triciclo que se pueden
usar para modificar nucledsidos para su incorporaciéon en compuestos antisentido (ver, por ejemplo, articulo de
revision: Leumann, J. C, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2002, 10, 841-854).

[0143] También se proporcionan combinaciones de modificaciones sin limitacion, tales como nucledsidos sustituidos
con 2'-F-5-metilo (véase la Solicitud Internacional PCT WO 2008/101157, publicada el 21/8/08 para otros 5’, 2'-bis
nucledsidos sustituidos descritos) y la sustitucion del atomo de oxigeno del anillo ribosilo con S y una sustitucion
adicional en la posicion 2' (ver la solicitud de patente estadounidense publicada US2005-0130923, publicada el 16
de junio de 2005) o, alternativamente, la sustitucion en 5’ de un acido nucleico biciclico (ver solicitud internacional
PCT WO 2007/134181, publicada el 11/22/07 en la que un nucledsido biciclico 4'-CH,-O-2’ esta ademas sustituido
en la posicion 5' con un 5-metilo o un grupo 5-vinilo). La sintesis y preparacion de nucledsidos biciclicos
carbociclicos junto con su oligomerizacion y estudios bioquimicos también se han descrito (véase, por ejemplo,
Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc. 2007, 129 (26), 8362-8379).

En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona oligonucleétidos que comprenden nucledsidos
modificados. Esos nucledtidos modificados pueden incluir azicares modificados, nucleobases modificados y/o
enlaces modificados. Las modificaciones especificas se seleccionan de manera que los oligonucleétidos resultantes
posean caracteristicas deseables. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden uno o mas nucledsidos
similares a ARN. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden uno o mas nucleétidos similares a ADN.

2. Ciertas modificaciones de nucleobase

[0144] En ciertas realizaciones, los nucledsidos de la presente divulgacién comprenden una o mas nucleobases no
modificadas. En ciertas realizaciones, los nucledsidos de la presente divulgacion comprenden una o mas
nucleobases modificadas.

[0145] En ciertas realizaciones, las nucleobases modificadas se seleccionan de: bases universales, bases
hidréfobas, bases proliscentes, bases expandidas por tamafio y bases fluoradas como se define en el presente
documento. Pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y 0-6 sustituidas, que incluyen 2-
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo;  5-propinilcitosina;  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-propinil (-C=C-CHs) uracilo y
citosina y otros derivados alquinilicos de las bases de pirimidina, 6-azouracilo, 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 en particular 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas 5-sustituidas, 7-metilguanina y
7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deszaadenina, 3-
deazaguanina y 3-deszaadenina, bases universales, bases hidréfobas, bases promiscuas, bases de tamafio
expandido, y bases fluoradas como se definen en el presente documento. Otras nucleobases modificadas incluyen
pirimidinas ftriciclicas tales como fenoxazina citidina ([5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiazina citidina (1H-
pirimido [5,4-b][1,4]benzotiazin-2(3H)-ona), pinzas G tales como fenoxazina citidina sustituida (por ejemplo, 9-(2-
amino-metoxi)-H-pirimido  [5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), carbazol citidina (2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona),
piridoindol citidina (H-pirido[3’,2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ona). Las nucleobases modificadas también pueden
incluir aquellas en las que la base de purina o pirimidina se reemplaza por otros heterociclos, por ejemplo, 7-deaza-
adenina, 7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Las nucleobases adicionales incluyen las descritas en la
Patente de EE.UU. N° 3,687,808, las descritas en The Concise Encyclopedia Of Polymer Science and Engineering,
Kroschwitz, JI, Ed., John Wiley & Sons, 1990, 858-859; los divulgados por Englisch et al., Angewandte Chemie,
Edicion Internacional, 1991, 30, 613; y los divulgados por Sanghvi, YS, Capitulo 15, Antisense Research and
Applications, Crooke, ST y Lebleu, B., Eds., CRC Press, 1993, 273-288,

[0146] Las patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de algunas de las
nucleobases modificadas indicadas anteriormente, asi como otras nucleobases modificadas, incluyen, sin limitacion,
los documentos US 3,687,808; 4,845,205; 5,130,302; 5,134,066; 5,175,273; 5,367,066; 5,432,272; 5,457,187,
5,459,255; 5,484,908; 5,502,177; 5,525,711; 5,552,540; 5,587,469; 5,594,121; 5,596,091; 5,614,617; 5,645,985;
5,681,941; 5,750,692; 5,763,588; 5,830,653 y 6,005,096, algunos de los cuales son cominmente propiedad de la
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aplicacion instantanea.

3. Ciertos enlaces internucleosidicos

[0147] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona oligonucleétidos que comprenden nucledsidos
unidos. En tales realizaciones, los nucledsidos pueden unirse entre si utilizando cualquier enlace internucleésido.
Las dos clases principales de grupos de enlace internucleosidico se definen por la presencia o ausencia de un
atomo de fosforo. Los enlaces internucleosidicos que contienen fosforo representativos incluyen, pero no se limitan
a, fosfodiésteres (PO), fosfotriésteres, metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos (PS). Los grupos de enlace
internucleosidicos representativos que no contienen fosforo incluyen, pero no se limitan a, metilenometilimino (-CH.-
N(CH3)-O-CHy-), tiodiéster (-OC(O)-S-), tionocarbamato (-0-C(O)(NH)-S-); siloxano (-O-Si(H)-O-); y N,N’-
dimetilhidracina (-CH2-N(CHz3)-N(CH3)-). Se pueden usar enlaces modificados, en comparacién con enlaces
fosfodiéster naturales, para alterar, tipicamente aumentar, la resistencia a la nucleasa del oligonucleétido. En ciertas
realizaciones, los enlaces internucleosidicos que tienen un atomo quiral se pueden preparar como una mezcla
racémica, o como enantidmeros separados. Los enlaces quirales representativos incluyen, pero no se limitan a,
alquilfosfonatos y fosforotioatos. Los métodos de preparacion de enlaces internucleosidicos que contienen fosforo y
que no contienen fésforo son bien conocidos por los expertos en la técnica.

[0148] Los oligonucledtidos descritos en el presente documento contienen uno o mas centros asimétricos y, por lo
tanto, dan lugar a enantiémeros, diasteredmeros y otras configuraciones estereoisdmeras que pueden definirse, en
términos de estereoquimica absoluta, como (R) o (S), a o 3, tal como para los anémeros de azucar, o como (D) o
(L), como para los aminoacidos, etc. incluidos en los compuestos antisentido proporcionados en este documento
estan todos los isdmeros posibles, asi como sus formas racémicas y 6pticamente puras.

[0149] Los enlaces internucleosidicos neutros incluyen, sin limitacion, fosfotriésteres, metilfosfonatos, MMI (3'-CHa-
N(CH3)-0-5'), amida-3 (3'-CH,-C(=0)-N(H)-5’), amida-4 (3'-CH,-N(H)-C(=0)-5'), formacetal (3'-O-CH>-O-5") y
tioformacetal (3'-S-CH2-O-5’). Otros enlaces internucleosidicos neutros incluyen enlaces no iénicos que comprenden
siloxano (dialquilsiloxano), éster de carboxilato, carboxamida, sulfuro, éster de sulfonato y amidas (véase, por
ejemplo: Modificaciones de carbohidratos en investigacion antisentido; YS Sanghvi y PD Cook, Eds., ACS
Symposium series 580; Chapters 3 y 4, 40-65). Otros enlaces internucleosidicos neutros incluyen enlaces no iénicos
que comprenden partes compuestas de N, O, Sy CH,

4. Ciertos motivos

[0150] En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido comprenden uno o mas nucledsidos modificados
(por ejemplo, un nucledsido que comprende un azucar modificado y/o una nucleobase modificada) y/o uno o mas
enlaces internucledsidos modificados. El patron de tales modificaciones en un oligonucleétido se denomina aqui
como un motivo. En ciertas realizaciones, los motivos de azucar, nucleobase y enlace son independientes entre si.

a. Ciertos motivos de azucar

[0151] En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos comprenden uno o mas tipos de restos de azdcar modificados
y/o restos de azucar naturales dispuestos a lo largo de un oligonucleétido o regidon del mismo en un patrén definido o
motivo de modificacién de azlcar. Tales motivos pueden incluir cualquiera de las modificaciones de azlcar
discutidas en este documento y/u otras modificaciones de azucar conocidas.

[0152] En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos comprenden o consisten en una region que tiene un motivo de
azucar gapmero, que comprende dos regiones externas o "alas" y una region central o interna o "hueco". Las tres
regiones de un motivo de azucar gapmero (el ala 5’, el hueco y el ala 3') forman una secuencia contigua de
nucledsidos en la que al menos algunos de los restos de azucar de los nucledsidos de cada una de las alas difieren
de al menos algunos de los restos de azucar de los nucledsidos de la brecha. Especificamente, al menos los restos
de azucar de los nucledsidos de cada ala que estan mas cerca de la brecha (el nucledsido mas 3’ del ala 5' y el
nucledsido mas 5’ del ala 3') difieren del azlcar parte de los nucledsidos de la brecha vecina, definiendo asi el limite
entre las alas y la brecha. En ciertas realizaciones, los restos de azlcar dentro de la brecha son iguales entre si. En
ciertas realizaciones, el espacio incluye uno o mas nucledsidos que tienen un resto de azucar que difiere del resto
azucar de uno o mas nucledsidos del espacio. En ciertas realizaciones, los motivos de azucar de las dos alas son
iguales entre si (separador de azucar simétrico). En ciertas realizaciones, los motivos de azucar del ala 5’ difieren
del motivo de azucar del ala 3' (separador de azucar asimétrico).

i. Ciertas alas de 5’

[0153] En ciertas realizaciones, el ala 5 de un espaciador consiste en 1 a 8 nucledsidos unidos. En ciertas
realizaciones, el ala 5’ de un gapmero consiste en 1 a 7 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un
gapmero consiste en 1 a 6 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5 de un gapmero consiste en 1 a 5
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5 de un gapmero consiste en 2 a 5 nucledsidos unidos. En
ciertas realizaciones, el ala 5’ de un gapmero consiste en 3 a 5 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5’
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de un gapmero consiste en 4 o 5 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un gapmero consiste en 1
a 4 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5° de un gapmero consiste en 1 a 3 nucledsidos unidos. En
ciertas realizaciones, el ala 5’ de un gapmero consiste en 1 o 2 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5’
de un gapmero consiste en 2 a 4 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un gapmero consiste en 2
o 3 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un espaciador consiste en 3 0 4 nucledsidos unidos. En
ciertas realizaciones, el ala 5° de un gapmero consiste en 1 nucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 5 de un
gapmero consiste en 2 nucleédsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5 de un gapmero consiste en 3
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un gapmero consiste en 4 nucledsidos unidos. En ciertas
realizaciones, el ala 5 de un gapmero consiste en 5 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un
gapmero consiste en 6 nucledsidos unidos.

[0154] En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido biciclico. En ciertas
realizaciones, el ala 5’ de un espaciador comprende al menos dos nucledsidos biciclicos. En ciertas realizaciones, el
ala 5 de un gapmero comprende al menos tres nucledsidos biciclicos. En ciertas realizaciones, el ala 5° de un
gapmero comprende al menos cuatro nucledsidos biciclicos. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un espaciador
comprende al menos un nucledsido de etil restringido. En ciertas realizaciones, el ala 5 de un espaciador
comprende al menos un nucledsido de LNA. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 5’ de un espaciador es
un nucledsido biciclico. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 5’ de un separador es un nucleésido de etil
restringido. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 5’ de un gapmero es un nucledsido LNA.

[0155] En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un gapmero comprende al menos un nucledsido modificado no biciclico.
En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido sustituido en 2'. En ciertas
realizaciones, el ala 5’ de un gapmero comprende al menos un nucledsido 2'-MOE. En ciertas realizaciones, el ala 5’
de un espaciador comprende al menos un nucledsido 2'-OMe. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 5’ de
un espaciador es un nucledsido modificado no biciclico. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 5’ de un
separador es un nucleésido sustituido en 2'. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 5’ de un gapmero es
un nucledsido 2'-MOE. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 5’ de un gapmero es un nucledsido 2'-OMe.

[0156] En ciertas realizaciones, el ala 5° de un espaciador comprende al menos un 2'-desoxinucledsido. En ciertas
realizaciones, cada nucledsido del ala 5° de un gapmero es un 2'-desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 5’
de un espaciador comprende al menos un ribonucleésido. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 5’ de un
espaciador es un ribonucledsido. En ciertas realizaciones, uno, mas de uno, o cada uno de los nucledésidos del ala 5’
es un nucledésido similar a ARN.

[0157] En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un espaciador comprende al menos un nucleésido biciclico y al menos
un nucledsido modificado no biciclico. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un espaciador comprende al menos un
nucledsido biciclico y al menos un nucledsido sustituido en 2'. En ciertas realizaciones, el ala 5 de un espaciador
comprende al menos un nucledsido biciclico y al menos un nucleésido 2'-MOE. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de
un gapmero comprende al menos un nucledsido biciclico y al menos un nucleésido 2'-OMe. En ciertas realizaciones,
el ala 5’ de un espaciador comprende al menos un nucleosido biciclico y al menos un 2'-desoxinucledsido.

[0158] En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un dispositivo de separaciéon comprende al menos un nucledsido de etil
restringido y al menos un nucledsido modificado no biciclico. En ciertas realizaciones, el ala 5° de un espaciador
comprende al menos un nucledsido de etil restringido y al menos un nucledsido sustituido en 2'. En ciertas
realizaciones, el ala 5 de un espaciador comprende al menos un nucledsido de etil restringido y al menos un
nucledsido 2’-MOE. En ciertas realizaciones, el ala 5’ de un espaciador comprende al menos un nucleésido de etil
restringido y al menos un nucledsido 2'-OMe. En ciertas realizaciones, el ala 5 de un espaciador comprende al
menos un nucledsido de etil restringido y al menos un nucleétido 2’-desoxi.

ii. Ciertas alas 3’

[0159] En ciertas realizaciones, el ala 3' de un espaciador consiste en 1 a 8 nucledsidos unidos. En ciertas
realizaciones, el ala 3’ de un gapmero consiste en 1 a 7 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un
gapmero consiste en 1 a 6 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un gapmero consiste en 1 a 5
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un gapmero consiste en 2 a 5 nucledsidos unidos. En
ciertas realizaciones, el ala 3’ de un gapmero consiste en 3 a 5 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3’
de un gapmero consiste en 4 o 5 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un gapmero consiste en 1
a 4 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3° de un gapmero consiste en 1 a 3 nucledsidos unidos. En
ciertas realizaciones, el ala 3’ de un gapmero consiste en 1 0 2 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3’
de un gapmero consiste en 2 a 4 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un gapmero consiste en 2
o 3 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador consiste en 3 o0 4 nucledsidos unidos. En
ciertas realizaciones, el ala 3’ de un gapmero consiste en 1 nucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un
gapmero consiste en 2 nucleésidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un gapmero consiste en 3
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un gapmero consiste en 4 nucledsidos unidos. En ciertas
realizaciones, el ala 3’ de un gapmero consiste en 5 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un
gapmero consiste en 6 nucledsidos unidos.
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[0160] En ciertas realizaciones, el ala 3' de un espaciador comprende al menos un nucledsido biciclico. En ciertas
realizaciones, el ala 3' de un espaciador comprende al menos un nucledsido de etil restringido. En ciertas
realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido de LNA. En ciertas realizaciones, cada
nucledsido del ala 3' de un gapmero es un nucledsido biciclico. En ciertas realizaciones, cada nucleésido del ala 3’
de un separador es un nucledsido de etil restringido. En ciertas realizaciones, cada nucleésido del ala 3’ de un
gapmero es un nucleodsido LNA.

[0161] En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un gapmero comprende al menos un nucledsido modificado no biciclico.
En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos dos nucleésidos modificados no biciclicos.
En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un gapmero comprende al menos tres nucledsidos modificados no biciclicos. En
ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos cuatro nucledsidos modificados no biciclicos.
En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido sustituido en 2'. En ciertas
realizaciones, el ala 3’ de un gapmero comprende al menos un nucledsido 2'-MOE. En ciertas realizaciones, el ala 3’
de un espaciador comprende al menos un nucledsido 2'-OMe. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 3’ de
un espaciador es un nucledsido modificado no biciclico. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 3’ de un
separador es un nucleésido sustituido en 2'. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 3° de un gapmero es
un nucledsido 2'-MOE. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 3’ de un gapmero es un nucledsido 2'-OMe.

[0162] En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un 2'-desoxinucledsido. En ciertas
realizaciones, cada nucledsido del ala 3’ de un gapmero es un 2'-desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3’
de un espaciador comprende al menos un ribonucledésido. En ciertas realizaciones, cada nucledsido del ala 3’ de un
gapmero es un ribonucleosido. En ciertas realizaciones, uno, mas de uno, o cada uno de los nucledsidos del ala 5’
es un nucledésido similar a ARN.

[0163] En ciertas realizaciones, el ala 3° de un gapmero comprende al menos un nucleésido biciclico y al menos un
nucledsido modificado no biciclico. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un espaciador comprende al menos un
nucledsido biciclico y al menos un nucledsido sustituido en 2'. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un gapmero
comprende al menos un nucledsido biciclico y al menos un nucleésido 2'-MOE. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de
un gapmero comprende al menos un nucledsido biciclico y al menos un nucleésido 2'-OMe. En ciertas realizaciones,
el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucleosido biciclico y al menos un 2'-desoxinucledsido.

[0164] En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido de etil restringido y al
menos un nucledsido modificado no biciclico. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un espaciador comprende al
menos un nucledsido de etil restringido y al menos un nucledsido sustituido en 2'. En ciertas realizaciones, el ala 3’
de un espaciador comprende al menos un nucledsido de etil restringido y al menos un nucledsido 2'-MOE. En ciertas
realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido de etil restringido y al menos un
nucledsido 2'-OMe. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucleésido de etil
restringido y al menos un nucledsido 2’-desoxi.

[0165] En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucleésido LNA y al menos un
nucledsido modificado no biciclico. En ciertas realizaciones, el ala 3° de un espaciador comprende al menos un
nucledsido de LNA y al menos un nucledsido sustituido en 2'. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador
comprende al menos un nucledsido LNA y al menos un nucledsido 2'-MOE. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un
separador comprende al menos un nucledsido LNA y al menos un nucledsido 2'-OMe. En ciertas realizaciones, el ala
3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido de LNA y al menos un 2'-desoxinucledsido.

[0166] En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucleédsido biciclico, al menos un
nucleésido modificado no biciclico y al menos un 2'-desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un
espaciador comprende al menos un nucledsido de etil restringido, al menos un nucledsido modificado no biciclico y
al menos un 2'-desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un espaciador comprende al menos un
nucledsido LNA, al menos un nucleésido modificado no biciclico y al menos un 2'-desoxinucledsido.

[0167] En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido biciclico, al menos un
nucledsido sustituido en 2' y al menos un 2'-desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador
comprende al menos un nucledsido de etil restringido, al menos un nucledsido sustituido en 2' y al menos un
desoxinucledsido 2'. En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido de LNA,
al menos un nucledsido sustituido en 2' y al menos un 2'-desoxinucledsido.

[0168] En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido biciclico, al menos un
nucledsido 2'-MOE y al menos un 2'-desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un espaciador
comprende al menos un nucledsido de etil restringido, al menos un nucledsido de 2'-MOE y al menos un 2-
desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un espaciador comprende al menos un nucledsido LNA, al
menos un nucledsido 2-MOE y al menos un 2'-desoxinucledsido.

[0169] En ciertas realizaciones, el ala 3’ de un espaciador comprende al menos un nucledsido biciclico, al menos un
nucledsido 2'-OMe y al menos un 2'-desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un espaciador
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comprende al menos un nucledsido de etil restringido, al menos un nucledsido 2-OMe y al menos un 2'-
desoxinucledsido. En ciertas realizaciones, el ala 3' de un gapmero comprende al menos un nucledsido LNA, al
menos un nucledsido 2'-OMe, y al menos un 2'-desoxinucledsido.

ii. Ciertas regiones centrales (brechas)

[0170] En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 6 a 20 nucledsidos unidos. En ciertas
realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 6 a 15 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de
un gapmero consiste en 6 a 12 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 6
a 10 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 6 a 9 nucledsidos unidos. En
ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 6 a 8 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la
brecha de un gapmero consiste en 6 o 7 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero
consiste en 7 a 10 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 7 a 9
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 7 u 8 nucledsidos unidos. En
ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 8 a 10 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la
brecha de un gapmero consiste en 8 o 9 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero
consiste en 6 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 7 nucledsidos
unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 8 nucledsidos unidos. En ciertas
realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 9 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un
gapmero consiste en 10 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 11
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, la brecha de un gapmero consiste en 12 nucledsidos unidos.

[0171] En ciertas realizaciones, cada nucledsido de la brecha de un gapmero es un 2'-desoxinucleésido. En ciertas
realizaciones, la brecha comprende uno o mas nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, cada nucledsido
de la brecha de un gapmero es un 2'-desoxinucledsido o es un nucledsido modificado que es "similar al ADN". En
tales realizaciones, "similar a ADN" significa que el nucledsido tiene caracteristicas similares a las del ADN, de modo
que un duplex que comprende el gapmero y una molécula de ARN es capaz de activar la ARNasa H. Por ejemplo,
bajo ciertas condiciones, 2-(ara)-F se ha demostrado que soporta la activacién de la RNasa H, y por lo tanto es
similar al ADN En ciertas realizaciones, uno o mas nucleésidos de la brecha de un gapmero no es un 2-
desoxinucledsido y no es similar al ADN. En ciertas de tales realizaciones, el gapmero soporta, no obstante, la
activacion de la RNasa H (por ejemplo, en virtud del nimero o la colocacion de los nucledsidos que no son ADN).

[0172] En ciertas realizaciones, los huecos comprenden un tramo de 2'-desoxinucledsido no modificado interrumpido
por uno o mas nucledsidos modificados, dando como resultado tres subregiones (dos tramos de uno o mas 2'-
desoxinucledsidos y un tramo de uno o mas nucledsidos modificados de interrupcion). En ciertas realizaciones,
ningun tramo de 2'-desoxinucledsidos no modificados es mas largo que 5, 6 o 7 nucledsidos. En ciertas
realizaciones, tales tramos cortos se logran usando regiones de espacio corto. En ciertas realizaciones, los
estiramientos cortos se logran mediante la interrupcién de una region de separacion mas larga.

[0173] En ciertas realizaciones, el espacio comprende uno o mas nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones,
la brecha comprende uno o mas nucleésidos modificados seleccionados de entre cEt, FHNA, LNA y 2-tio-timidina.
En ciertas realizaciones, el hueco comprende un nucleésido modificado. En ciertas realizaciones, la brecha
comprende un resto de azicar sustituido en 5’ seleccionado entre 5'-Me y 5'-(R)-Me. En ciertas realizaciones, la
brecha comprende dos nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, la brecha comprende tres nucledsidos
modificados. En ciertas realizaciones, la brecha comprende cuatro nucleésidos modificados. En ciertas
realizaciones, la brecha comprende dos o mas nucledsidos modificados y cada nucledsido modificado es el mismo.
En ciertas realizaciones, la brecha comprende dos o mas nucledsidos modificados y cada nucledsido modificado es
diferente.

[0174] En ciertas realizaciones, la brecha comprende uno o mas enlaces modificados. En ciertas realizaciones, el
hueco comprende uno o mas enlaces metilfosfonato. En ciertas realizaciones, la brecha comprende dos o mas
enlaces modificados. En ciertas realizaciones, la brecha comprende uno o mas enlaces modificados y uno o mas
nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, la brecha comprende un enlace modificado y un nucledsido
modificado. En ciertas realizaciones, la brecha comprende dos enlaces modificados y dos o mas nucledsidos
modificados.

b. Ciertos motivos de enlace internucleésido

[0175] En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden enlaces internucleosidicos modificados dispuestos
a lo largo del oligonucledtido o regién del mismo en un patron definido o un motivo de enlace internucledsido
modificado. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden una regiéon que tiene un motivo de enlace
internucleosidico alternativo. En ciertas realizaciones, los oligo-nucledtidos de la presente divulgacién comprenden
una region de enlaces internucledsidos modificados uniformemente. En ciertas de tales realizaciones, el
oligonucledétido comprende una region que esta unida uniformemente por enlaces internucleosidicos de fosforotioato.
En ciertas realizaciones, el oligonucleétido esta unido uniformemente por enlaces internucleosidicos de fosforotioato.
En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico del oligonucledtido se selecciona de fosfodiéster y
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fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico del oligonucledtido se selecciona de
fosfodiéster y fosforotioato y al menos un enlace internucledsido es fosforotioato.

[0176] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos 6 enlaces internucleosidicos de fosforotioato.
En ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende al menos 7 enlaces internucleosidicos de fosforotioato. En
ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende al menos 8 enlaces internucleosidicos de fosforotioato. En
ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende al menos 9 enlaces internucleosidicos de fosforotioato. En
ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos 10 enlaces internucleosidicos de fosforotioato. En
ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos 11 enlaces internucleosidicos de fosforotioato. En
ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos 12 enlaces internucleosidicos de fosforotioato. En
ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos 13 enlaces internucleosidicos de fosforotioato. En
ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos 14 enlaces internucleosidicos de fosforotioato.

[0177] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos un bloque de al menos 6 enlaces
internucledsidos fosforotioato consecutivos. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos un
bloqgue de al menos 7 enlaces internucleosidicos fosforotioato consecutivos. En ciertas realizaciones, el
oligonucledtido comprende al menos un bloque de al menos 8 enlaces internucleosidicos de fosforotioato
consecutivos. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos un bloque de al menos 9 enlaces
internucleosidicos fosforotioato consecutivos. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos un
bloqgue de al menos 10 enlaces de internucledsido fosforotioato consecutivos. En ciertas realizaciones, el
oligonucledtido comprende al menos un bloque de al menos uno 12 enlaces internucleosidicos de fosforotioato
consecutivos. En ciertas de tales realizaciones, al menos uno de tales bloques esta localizado en el extremo 3’ del
oligonucledtido. En ciertas de tales realizaciones, al menos uno de tales bloques esta localizado dentro de 3
nucledsidos del extremo 3’ del oligonucledtido. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende menos de 15
enlaces internucleosidicos de fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende menos de 14
enlaces nucleotidicos fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende menos de 13 enlaces
internucledsidos fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende menos de 12 enlaces
internucleosidicos de fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende menos de 11 enlaces
internucleosidicos de fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende menos de 10 enlaces
internucleosidicos de fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende menos de 9 enlaces
internucleosidicos de fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende menos de 8 enlaces
internucleosidicos de fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende menos de 7 enlaces
internucleosidicos de fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende menos de 6 enlaces
internucleosidicos de fosforotioato. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido comprende menos de 5 enlaces
internucleosidicos de fosforotioato.

c. Ciertos motivos de modificaciéon de nucleobase

[0178] En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden modificaciones quimicas a nucleobases dispuestas
a lo largo del oligonucleétido o regién del mismo en un patrén definido o motivo de modificacion de nucleobases. En
ciertas realizaciones de este tipo, las modificaciones de nucleobase estan dispuestas en un motivo espaciado. En
ciertas realizaciones, las modificaciones de nucleobase estan dispuestas en un motivo alternativo. En ciertas
realizaciones, cada nucleobase se modifica. En ciertas realizaciones, ninguna de las nucleobases esta modificada
quimicamente.

[0179] En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden un bloque de nucleobases modificadas. En ciertas
realizaciones de este tipo, el bloque esta en el extremo 3’ del oligonucledtido. En ciertas realizaciones, el bloque esta
dentro de 3 nucledtidos del extremo 3’ del oligonucledtido. En ciertas de tales realizaciones, el bloque esta en el
extremo 5 del oligonucledtido. En ciertas realizaciones, el bloque esta dentro de 3 nucleétidos del extremo 5’ del
oligonucledtido.

[0180] En ciertas realizaciones, las modificaciones de nucleobase son una funciéon de la base natural en una
posicion particular de un oligonucledtido. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se modifica cada purina o cada
pirimidina en un oligonucledtido. En ciertas realizaciones, cada adenina se modifica. En ciertas realizaciones, cada
guanina se modifica. En ciertas realizaciones, cada timina es modificada. En ciertas realizaciones, cada citosina se
modifica. En ciertas realizaciones, cada uracilo es modificado.

[0181] En ciertas realizaciones, algunos, todos, o ninguno de los restos de citosina en un oligonucleétido son restos
de 5-metil citosina. En este documento, la 5-metilcitosina no es una "nucleobase modificada". Por consiguiente, a
menos que se indique lo contrario, las nucleobases no modificadas incluyen tanto residuos de citosina que tienen un
5-metilo como aquellos que carecen de un 5-metilo. En ciertas realizaciones, se especifica el estado de metilacion
de todas o algunas nucleobases de citosina.

[0182] En ciertas realizaciones, las modificaciones quimicas a las nucleobases comprenden la union de ciertos

grupos conjugados a las nucleobases. En ciertas realizaciones, cada purina o cada pirimidina en un oligonucleétido
puede modificarse opcionalmente para comprender un grupo conjugado.
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d. Ciertas longitudes totales

[0183] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona oligonucleétidos de cualquiera de una variedad
de intervalos de longitudes. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos consisten en nucledsidos unidos de X a 'Y,
donde X representa el menor nimero de nucledsidos en el rango e Y representa el mayor nimero de nucledsidos en
el rango. En ciertas de tales realizaciones, X e Y se seleccionan cada uno independientemente de 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49 y 50; siempre que X<Y. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el oligonucleétido puede
consistiren8a9,8a10,8a11,8a12,8a13,8a14,8a15,8a16,8a17,8a18,8a19,8a20,8a21,8a?22,
8a23,8a24,8a25 8a26,8a27,8a28,8a29,8a30,9a10,9a11,9a12,9a13,9a14,9a15,9a16,9a
17,9a18,9a19,9a20,9a21,9a22,9a23,9a24,9a25,9a26,9a27,9a28,9a29,9a30,10a11,10a
12,10a13,10a14,10a 15,10 a 16,10a 17,10a 18,10a 19, 10a 20, 10a 21, 10a 22, 10 a 23, 10 a 24, 10 a
25,10a26,10a27,10a28,10a29, 10a30,11a12,11a 13,11 a14,11a15 11a 16,11 a 17,11 a 18, 11 a
19,11 a20,1a21,11a22,1Ma23,11a24,11a25 11a26,11a27,11a28,11a29 11a30,12a 13,12 a
14,12a15,12a16,12a17,12a18,12a19,12a20,12a21,12a22,12a23,12a 24,12 a 25,12 a 26, 12 a
27,12 a28,12a29,12a30,13a 14,13 a15,13a 16,13 a 17, 13a18,13a 19, 13a 20, 13a 21,13 a 22,13 a
23,13a24,13a25,13a26,13a27,13a28,13a29,13a30,14 a15,14a16,14a17,14a 18,14 a 19,14 a
20,14 a21,14a22,14a23,14 a24,14a 25,14 a 26,14 a27,14 a28,14a29,14a30,15a16,15a 17,15 a
18,152 19,15a20,15a21,15a22,15a23,15a24,15a 25, 15a 26, 15a 27, 15a 28, 15a 29, 15a 30, 16 a
17,16 2 18, 16 a 19, 16 a 20, 16 a 21, 16 a 22, 16 a 23, 16 a 24, 16 a 25, 16 a 26, 16 a 27, 16 a 28, 16 a 29, 16 a
30,17 a18,17a19,17a20,17a 21,17 a 22,17 a 23,17 a 24,17 a 25,17 a 26, 17 a 27,17 a 28, 17 a 29, 17 a
30,18a19,18a20,18a21,18a22,18a 23,18 a 24, 18 a 25,18 a 26, 18 a 27,18 a 28, 18 a 29, 18 a 30, 19 a
20,19a21,19a22,19a23,19a24,19a25,19a26,1a29, 1 a28,19a29,19a30,20a21,20a22 20 a
23,20 a24,20a25,20a26,20a27,20a28,20a29,20a30,21a22,21a23,21a24,21a25 21a26,21a
27,21a28,21a29,21a30,22a23,22a24,22a25,22a26,22a27,22a28,22a29,22a30,23a24,23a
25,23 a26,23a27,23a28,23a29,23a30,24a25 24a26,24a27,24a28,24a29,24a30,25a26,25a
27,25 a28,25a29, 25a 30, 26 a 27, 26 a 28, 26 a 29, 26 a 30, 27 a 28, 27 a 29,27 a 30,28 a29,28a 30029 a
30 nucledsidos unidos. En realizaciones en las que el nimero de nucledsidos de un oligonucledtido de un
compuesto esta limitado, ya sea a un rango o a un numero especifico, el compuesto puede, sin embargo,
comprender otros sustituyentes adicionales. Por ejemplo, un oligonucleétido que comprende 8-30 nucledsidos
excluye oligonucledtidos que tienen 31 nucledsidos, pero, a menos que se indique lo contrario, dicho oligonucleétido
puede comprender ademas, por ejemplo, uno o mas grupos conjugados, grupos terminales u otros sustituyentes.

[0184] Ademas, cuando un oligonucledtido se describe por un rango de longitud total y por regiones que tienen
longitudes especificas, y donde la suma de las longitudes especificadas de las regiones es menor que el limite
superior del rango de longitud total, el oligonucleétido puede tener nucledsidos adicionales, mas alla de las regiones
especificadas, siempre que el nimero total de nucledsidos no exceda el limite superior del rango de longitud total.

5. Ciertos motivos antisépticos de la quimica del oligonucleétido

[0185] En ciertas realizaciones, las caracteristicas quimicas estructurales de los oligonucleétidos antisentido se
caracterizan por su motivo de azucar, motivo de enlace internucledsido, motivo de modificacion de nucleobase y
longitud total. En ciertas realizaciones, tales parametros son independientes entre si. Por lo tanto, cada enlace
internucleosidico de un oligonucledtido que tiene un motivo de azicar gapmero puede modificarse o no modificarse
y puede o no seguir el patrén de modificacion gapmero de las modificaciones de azucar. Por lo tanto, los enlaces
internucleosidicos dentro de las regiones de ala de un separador de azlicares pueden ser iguales o diferentes entre
si y pueden ser iguales o diferentes de los enlaces internucledsidos de la region de intervalo. Del mismo modo,
dichos oligonucledtidos de separacion de azicar pueden comprender una o mas nucleobases modificadas
independientemente del patrén de separacion de las modificaciones de azlcar. Un experto en la materia apreciara
que tales motivos pueden combinarse para crear una variedad de oligonucledtidos.

[0186] En ciertas realizaciones, la seleccion del enlace internucleosidico y la modificacion de nucledsidos no son
independientes entre si.

i. Ciertas secuencias y dianas

[0187] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona oligonucledtidos antisentido que tienen una
secuencia complementaria a un acido nucleico diana. Tales compuestos antisentido son capaces de hibridar con un
acido nucleico diana, dando como resultado al menos una actividad antisentido. En ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido se hibridan especificamente con uno o mas acidos nucleicos diana. En ciertas realizaciones,
un compuesto antisentido que hibrida especificamente tiene una secuencia de nucleobases que comprende una
region que tiene suficiente complementariedad con un acido nucleico diana para permitir la hibridacién y dar como
resultado una actividad antisentido y una complementariedad insuficiente con cualquier no diana para evitar o
reducir la hibridacién no especifica a secuencias de acido nucleico no diana en condiciones en las que se desea una
hibridacién especifica (por ejemplo, en condiciones fisioldgicas para usos in vivo o terapéuticos, y en condiciones en
las que se realizan ensayos en el caso de ensayos in vitro). En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos son
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selectivos entre una diana y una no diana, incluso aunque tanto la diana como la no diana comprenden la secuencia
diana. En tales realizaciones, la selectividad puede resultar de la accesibilidad relativa de la regién diana de una
molécula de acido nucleico en comparacioén con la otra.

[0188] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona compuestos antisentido que comprenden
oligonucledtidos que son completamente complementarios del acido nucleico diana en toda la longitud del
oligonucleétido. En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos son 99% complementarios al acido nucleico diana. En
ciertas realizaciones, los oligonucledtidos son 95% complementarios al acido nucleico diana. En ciertas
realizaciones, tales oligonucledtidos son complementarios al 90% del acido nucleico diana.

[0189] En ciertas realizaciones, tales oligonucleétidos son complementarios al 85% del acido nucleico diana. En
ciertas realizaciones, tales oligonucleodtidos son complementarios al 80% del acido nucleico diana. En ciertas
realizaciones, un compuesto antisentido comprende una region que es totalmente complementaria a un acido
nucleico diana y es al menos 80% complementaria al acido nucleico diana en toda la longitud del oligonucleétido. En
ciertas de tales realizaciones, la region de completa complementariedad es de 6 a 14 nucleobases de longitud.

[0190] En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden una region de hibridacion y una region terminal. En
ciertas de tales realizaciones, la region de hibridacion consiste en 12-30 nucledsidos unidos y es totalmente
complementaria al acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la region de hibridacion incluye una falta de
coincidencia con respecto al acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la regién de hibridacion incluye dos
desapareamientos con respecto al acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la regiéon de hibridacion incluye
tres desajustes con respecto al acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la region terminal consiste en 1-4
nucledsidos terminales. En ciertas realizaciones, los nucledsidos terminales estan en el extremo 3. En ciertas
realizaciones, uno o mas de los nucledsidos terminales no son complementarios del acido nucleico diana.

[0191] Los mecanismos antisentido incluyen cualquier mecanismo que implique la hibridacién de un oligonucleétido
con un acido nucleico diana, en el que la hibridacién da como resultado un efecto biolégico. En ciertas realizaciones,
dicha hibridacion da como resultado una degradaciéon u ocupacion del acido nucleico diana con inhibicion o
estimulacion concomitante de la maquinaria celular que implica, por ejemplo, traduccion, transcripcion o empalme
del acido nucleico diana.

[0192] Un tipo de mecanismo antisentido que implica la degradacion del ARN diana es el antisentido mediado por la
ARNasa H. RNasa H es una endonucleasa celular que corta la cadena de ARN de un duplex de ARN: ADN. Se sabe
en la técnica que los compuestos antisentido monocatenarios que son "similares a ADN" provoca la actividad de la
ARNasa H en células de mamiferos. La activacion de la ARNasa H, por lo tanto, da como resultado la escision de la
diana del ARN, lo que mejora considerablemente la eficacia de la inhibicién de la expresién génica mediada por
oligonucleétidos similar al ADN.

[0193] En ciertas realizaciones, un grupo conjugado comprende un resto escindible. En ciertas realizaciones, un
grupo conjugado comprende uno o mas enlaces escindibles. En ciertas realizaciones, un grupo conjugado
comprende un enlazador. En ciertas realizaciones, un enlazador comprende un resto de unién a proteina. En ciertas
realizaciones, un grupo conjugado comprende un resto dirigido a la célula (también denominado grupo dirigido a la
célula). En ciertas realizaciones, un resto dirigido a la célula comprende un grupo de ramificacion. En ciertas
realizaciones, un resto dirigido a la célula comprende una o mas ataduras. En ciertas realizaciones, un resto dirigido
a las células comprende un grupo de carbohidratos o hidratos de carbono.

ii. Ciertos restos escindibles

[0194] En ciertas realizaciones, un resto escindible es un enlace escindible. En ciertas realizaciones, un resto
escindible comprende un enlace escindible. En ciertas realizaciones, el grupo conjugado comprende un resto
escindible. En ciertas de tales realizaciones, el resto escindible se une al oligonucledtido antisentido. En ciertas
realizaciones de este tipo, el resto escindible se une directamente al resto dirigido a la célula. En ciertas
realizaciones de este tipo, el resto escindible se une al enlazador conjugado. En ciertas realizaciones, el resto
escindible comprende un fosfato o fosfodiéster. En ciertas realizaciones, el resto escindible es un andlogo de
nucledsido o nucledsido escindible. En ciertas realizaciones, el analogo de nucledsido o nucledsido comprende una
base heterociclica opcionalmente protegida seleccionada de una purina, purina sustituida, pirimidina o pirimidina
sustituida. En ciertas realizaciones, el resto escindible es un nucledsido que comprende una base heterociclica
opcionalmente protegida seleccionada de uracilo, timina, citosina, 4-N-benzoilcitosina, 5-metilcitosina, 4-N-benzoil-5-
metilcitosina, adenina, 6-N-benzoiladenina, guanina y 2-N-isobutiriiguanina. En ciertas realizaciones, el resto
escindible es 2'-desoxi nucledsido que esta unido a la posicion 3’ del oligonucledtido antisentido por un enlace
fosfodiéster y esta unido al enlazador por un enlace fosfodiéster o fosforotioato. En ciertas realizaciones, el resto
escindible es adenosina 2'-desoxi que esta unida a la posicion 3’ del oligonucleétido antisentido por un enlace
fosfodiéster y esta unida al enlazador por un enlace fosfodiéster o fosforotioato. En ciertas realizaciones, el resto
escindible es 2'-desoxi adenosina que esta unido a la posicion 3’ del oligonucledtido antisentido mediante un enlace
fosfodiéster y esta unido al enlazador mediante un enlace fosfodiéster.
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[0195] En ciertas realizaciones, el resto escindible esta unido a la posicion 3’ del oligonucleétido antisentido. En
ciertas realizaciones, el resto escindible estd unido a la posicion 5 del oligonucledtido antisentido. En ciertas
realizaciones, el resto escindible estd unido a una posicion 2’ del oligonucleétido antisentido. En ciertas
realizaciones, el resto escindible esta unido al oligonucleétido antisentido mediante un enlace fosfodiéster. En ciertas
realizaciones, el resto escindible esta unido al enlazador mediante un fosfodiéster o un enlace de fosforotioato. En
ciertas realizaciones, el resto escindible estd unido al enlazador mediante un enlace fosfodiéster. En ciertas
realizaciones, el grupo conjugado no incluye un resto escindible.

[0196] En ciertas realizaciones, el resto escindible se escinde después de que el complejo se haya administrado a
un animal solo después de ser internalizado por una célula diana. Dentro de la célula, el resto escindible se escinde
liberando asi el oligonucledtido antisentido activo. Si bien no queriendo estar limitado por la teoria, se cree que el
resto escindible esta escindido por una 0 mas nucleasas dentro de la célula. En ciertas realizaciones, la una o mas
nucleasas escinden el enlace fosfodiéster entre el resto escindible y el enlazador.

iii. Ciertos enlazadores

[0197] El grupo conjugado del compuesto de la invencion comprende un enlazador. En ciertas de tales
realizaciones, el enlazador esta unido covalentemente al resto escindible. En ciertas de tales realizaciones, el
enlazador esta unido covalentemente al oligonucleétido antisentido. El enlazador esta enlazado covalentemente a un
resto dirigido a la célula.

[0198] EIl enlazador es un grupo lineal que comprende grupos alquilo, amida y éter. En ciertas realizaciones, el
grupo lineal esta unido covalentemente al resto dirigido a la célula y al resto escindible. En ciertas realizaciones, el
grupo lineal esta unido covalentemente al resto dirigido a la célula y al oligonucleétido antisentido.

[0199] EI enlazador conjugado del compuesto de la invencion tiene la estructura:

O O

«

iv. Ciertos restos de direccionamiento celular

[0200] EI grupo conjugado del compuesto de la invencion comprende restos de direccionamiento celular. Ciertos
restos de direccionamiento celular de este tipo aumentan la captacion celular de compuestos antisentido. Los restos
de direccionamiento celular comprenden un grupo de ramificacion, tres correas y tres ligandos.

1. Ciertos grupos de ramificaciéon

[0201] EI grupo conjugado del compuesto de la invencién comprende un resto dirigido que comprende un grupo de
ramificacion y tres ligandos unidos. El grupo de ramificacion se adjunta covalentamente al enlazador. El grupo de
ramificacion esta unido covalentemente al enlazador y a cada uno de los ligandos unidos.

[0202] EI grupo de ramificacion del compuesto de la invencion tiene la estructura:

o0y
ON’?—!
%
"0
"y

2. Ciertos amarres

[0203] El grupo conjugado del compuesto de la invencion comprende tres ataduras unidas covalentemente al grupo
de ramificacion.

[0204] La atadura se une al grupo de ramificacion a través de un grupo éter. La atadura se une al ligando a través
de un grupo éter.

[0205] La atadura del compuesto de la invencion tiene la estructura:
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3. Ciertos ligandos

[0206] Cada ligando del compuesto de la invencién se une covalentemente a una atadura. En ciertas realizaciones,
cada ligando se selecciona para que tenga una afinidad por al menos un tipo de receptor en una célula diana. En
ciertas realizaciones, se seleccionan ligandos que tienen una afinidad por al menos un tipo de receptor en la
superficie de una célula de higado de mamifero. En ciertas realizaciones, se seleccionan ligandos que tienen una
afinidad por el receptor de asialoglicoproteina hepatica (ASGP-R). En ciertas realizaciones de la presente
divulgacion, cada ligando es un carbohidrato. Cada ligando del compuesto de la invencion es N-acetil
galactoseamina (GalNAc). En ciertas realizaciones de la presente divulgacion, el resto dirigido comprende 3
ligandos. El resto de direccionamiento del compuesto de la invencién comprende 3 ligandos de N-acetil
galactoseamina.

[0207] En ciertas realizaciones, "GalNac" o "Gal-NAc" se refiere a 2-(acetilamino)-2-desoxi-D-galactopiranosa,
comunmente referida en la literatura como N-acetil galactosamina. En ciertas realizaciones, "N-acetil galactosamina”
se refiere a 2-(acetilamino)-2-desoxi-D-galactopiranosa. "GalNac" o "Gal-NAc" del compuesto de la invencion se
refiere a 2-(acetilamino)-2-deoxi-D-galactopiranosa, que esta en la forma f: 2-(acetilamino)-2-deoxi-B-D-
galactopiranosa. Ademas de la presente invencion, en el presente documento se describe la forma a: 2-
(acetilamino)-2-desoxi-D-galactopiranosa, que se describe a continuacién como referencia.

0 OH
)
"’l/ )k
HO N
H

OH

HO

2-(Acetilamino)-2-desoxi-D-galactopiranosa

OH
OH
8]
o ot
NHAC

2-(Acetilamino)-2-desoxi-p-D-galactopiranosa
OH
OH

HO
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2-(Acetilamino)-2-desoxi-a-D-galactopiranosa

i. Ciertos conjugados

[0208] En ciertas realizaciones, los grupos conjugados comprenden las caracteristicas estructurales anteriores que
son consistentes con las reivindicaciones anexas.

[0209] En ciertas realizaciones de este tipo, los grupos conjugados tienen la siguiente estructura:

HOOH

ﬁﬂ/cf\ﬁ“r@l

HOOH
HO &Q/O/WNJ\/MO% /LL\/\/}\NA&‘)/\()‘ oM bt

AcHN

HOOH I"l
O
Hoﬁﬁ/c/\ﬁ:\” 0

AcHN

[0210] En ciertas realizaciones de este tipo, los grupos conjugados tienen la siguiente estructura:

HOOH

yﬁﬂmﬁ
AcHN
HOOHM

HO mo/\(\’f\NJ\/—“O% WNAM/\O P i

AcHN

HOOH /["/
QO
HQ&Q/OA@:\H ¢}

AcHN

b. Ciertos compuestos antisentido conjugados

[0211] En ciertas realizaciones, los conjugados estan unidos a un nucledsido del oligonucleétido antisentido en el 27,
3’, de la posicion 5' del nucledsido. El compuesto antisentido conjugado puede tener la siguiente estructura:

A-B-C-D(E-F)q
en donde

A es el oligonucledtido antisentido;
B es el resto escindible

C es el enlazador conjugado

D es el grupo de ramificacion
cada E es una atadura;

cada F es un ligando; y

g es un ndmero entero entre 1y 5.

[0212] En ciertas realizaciones de la presente divulgacion, un compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente
estructura:

A-C-D{E-F)q
en donde

A es el oligonucledtido antisentido;
C es el enlazador conjugado

D es el grupo de ramificacion
cada E es una atadura;

cada F es un ligando; y

g es un ndmero entero entre 1y 5.
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[0212] En ciertas realizaciones de este tipo, el enlazador conjugado comprende al menos un enlace
escindible.

[0213] En ciertas realizaciones de este tipo, el grupo de ramificacion comprende al menos un enlace escindible.

[0214] En ciertas realizaciones, cada atadura comprende al menos un enlace escindible.
En ciertas realizaciones, los conjugados estan unidos a un nucledsido del oligonucleétido antisentido en la posicion
2’, 3', de 5’ del nucleésido.

[0215] En ciertas realizaciones de la presente divulgacion, un compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente
estructura:

A-B-C{E-F)q
en donde

A es el oligonucledtido antisentido;
B es el resto escindible

C es el enlazador conjugado

cada E es una atadura;

cada F es un ligando; y

g es un numero entero entre 1y 5.

En ciertas realizaciones, los conjugados estan unidos a un nucledsido del oligonucleétido antisentido en la posicion
2’, 3', de 5’ del nucledsido. En ciertas realizaciones de la presente divulgacion, un compuesto antisentido conjugado
tiene la siguiente estructura:

A-C(E-F)q
en donde

A es el oligonucledtido antisentido;
C es el enlazador conjugado

cada E es una atadura;

cada F es un ligando; y

g es un numero entero entre 1y 5.

En ciertas realizaciones de la presente divulgacion, un compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente
estructura:

A-B-D{E-F)q
en donde

A es el oligonucledtido antisentido;
B es el resto escindible

D es el grupo de ramificacion
cada E es una atadura;

cada F es un ligando; y

g es un ndmero entero entre 1y 5.

En ciertas realizaciones de la presente divulgacion, un compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente
estructura:

A-D(E-F)q
en donde

A es el oligonucledtido antisentido;
D es el grupo de ramificacion
cada E es una atadura;

cada F es un ligando; y

g es un ndmero entero entre 1y 5.

[0216] Patentes de Estados Unidos representativas, publicaciones de solicitud de Patente de EE.UU. y
publicaciones de solicitud de patente internacional que ensefan la preparacion de algunos de los conjugados

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730015 T3

indicados anteriormente, compuestos antisentido conjugados, correas, ligadores, grupos de ramificacion, ligandos,
restos escindibles también como otras modificaciones incluyen, sin limitacion, los documentos US 5,994,517, US
6,300,319, US 6,660,720, US 6,906,182, US 7,262,177, US 7,491,805, US 8,106,022, US 7,723,509, US
2006/0148740, US 2011/0123520, WO 2013/033230 y WO 2012/037354. Las publicaciones representativas que
ensefian la preparacion de algunos de los conjugados mencionados anteriormente, los compuestos antisentido
conjugados, las correas, los enlazadores, los grupos de ramificacion, los ligandos, los restos escindibles, asi como
otras modificaciones, incluyen sin limitacion, BIESSEN et al., "The Cholesterol Derivative of a Triantennary
Galactoside with High Affinity for the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor: a Potent Cholesterol Lowering Agent" J.
Med. Chem. (1995) 38:1846-1852, BIESSEN et al., "Synthesis of Cluster Galactosides with High Affinity for the
Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (1995) 38:1538-1546, LEE et al., "New and more efficient
multivalent glyco-ligands for asialoglycoprotein receptor of mammalian hepatocytes” Bioorganic & Medicinal
Chemistry (2011) 19:2494-2500, RENSEN et al., "Determination of the Upper Size Limit for Uptake and Processing
of Ligands by the Asialoglycoprotein Receptor on Hepatocytes in Vitro and in Vivo" J. Biol. Chem. (2001)
276(40):37577-37584, RENSEN et al., "Design and Synthesis of Novel N-Acetylgalactosamine-Termi- nated
Glycolipids for Targeting of Lipoproteins to the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (2004) 47:5798-
5808, SLIEDREGT et al., "Design and Synthesis of Novel Amphiphilic Dendritic Galactosides for Selective Targeting
of Liposomes to the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (1999) 42:609-618, and Valentijn et al.,
"Solid-phase synthesis of lysine-based cluster galactosides with high affinity for the Asialoglycoprotein Receptor"
Tetrahedron, 1997, 53(2), 759-770.

[0217] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados comprenden un oligonucleétido basado en
RNasa H (como un gapmero) o un oligonucleétido modulador de empalme (como un oligonucleétido completamente
modificado) y cualquier grupo conjugado que comprende al menos uno, dos o tres grupos GalNAc. En ciertas
realizaciones, un compuesto antisentido conjugado comprende cualquier grupo conjugado encontrado en cualquiera
de las siguientes referencias: Lee, Carbohydr Res, 1978, 67, 509-514; Connolly y otros, J Biol Chem, 1982, 257,
939-945; Pavia et al., Int J Pep Protein Res, 1983, 22, 539-548; Lee et al., Biochem, 1984, 23, 4255-4261; Lee et al.,
Glycoconjugate J, 1987, 4, 317-328; Toyokuni et al., Tetrahedron Lett, 1990, 31, 2673-2676; Biessen y otros, J Med
Chem, 1995, 38, 1538-1546; Valentijn et al., Tetrahedron, 1997, 53, 759-770; Kim et al., Tetrahedron Lett, 1997, 38,
3487-3490; Lee et al., Bioconjug Chem, 1997, 8, 762-765; Kato et al., Glycobiol, 2001, 11, 821-829; Rensen et al., J
Biol Chem, 2001, 276, 37577-37584; Lee et al., Metods Enzymol, 2003, 362, 38-43; Westerlind y otros, Glycoconj J,
2004, 21, 227-241; Lee et al., Bioorg Med Chem Lett, 2006, 16 (19), 5132-5135; Maierhofer et al., Bioorg Med Chem,
2007, 15, 7661-7676; Khorev et al., Bioorg Med Chem, 2008, 16, 5216-5231; Lee et al., Bioorg Med Chem, 2011, 19,
2494-2500; Kornilova et al., Analyt Biochem, 2012, 425, 43-46; Pujol y otros, Angew Chemie Int Ed Engl, 2012, 51,
7445-7448; Biessen y otros, J Med Chem, 1995, 38, 1846-1852; Sliedregt et al., J Med Chem, 1999, 42, 609-618;
Rensen et al., J Med Chem, 2004, 47, 5798-5808; Rensen et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2006, 26, 169-175;
van Rossenberg y otros, Gene Ther, 2004, 11, 457-464; Sato y otros, J Am Chem Soc, 2004, 126, 14013-14022; Lee
et al.,, J Org Chem, 2012, 77, 7564-7571; Biessen et al., FASEB J, 2000, 14, 1784-1792; Rajur et al., Bioconjug
Chem, 1997, 8, 935-940; Duff et al., Metods Enzymol, 2000, 313, 297-321; Maier et al., Bioconjug Chem, 2003, 14,
18-29; Jayaprakash et al., Org Lett, 2010, 12, 5410-5413; Manoharan, Antisense Nucleic Acid Drug Dev, 2002, 12,
103-128; Merwin et al., Bioconjug Chem, 1994, 5, 612-620; Tomiya et al., Bioorg Med Chem, 2013, 21, 5275-5281;
Solicitudes internacionales WO01998/013381; W02011/038356; WO1997/046098; W02008/098788;
W02004/101619; WO2012/037254; WO02011/120053; WO2011/100131; WO2011/163121; WO2012/177947;
WO02013/033230; WO2013/075035; WO02012/083185; WO02012/083046; W0O2009/082607; WO2009/134487;
WO02010/144740; WO2010/148013; WO1997/020563; WO2010/088537; W0O2002/043771; WO2010/129709;
WO02012/068187; WO02009/126933; W02004/024757; WO2010/054406; WO2012/089352; WO2012/089602;
W02013/166121; WO2013/165816; Patentes de Estados Unidos 4,751,219; 8,552,163; 6,908,903; 7,262,177;
5,994,517; 6,300,319; 8,106,022; 7,491,805; 7,491,805; 7,582,744; 8,137,695; 6,383,812; 6,525,031; 6,660,720;
7,723,509; 8,541,548; 8,344,125; 8,313,772; 8,349,308; 8,450,467; 8,501,930; 8,158,601; 7,262,177; 6,906,182;
6,620,916; 8,435,491; 8,404,862; 7,851,615; Publicaciones de Solicitud de Patente de EE.UU. Publicadas
US2011/0097264; US2011/0097265; US2013/0004427; US2005/0164235; US2006/0148740; US2008/0281044;
US2010/0240730; US2003/0119724; US2006/0183886; US2008/0206869; US2011/0269814; US2009/0286973;
US2011/0207799; US2012/0136042; US2012/0165393; US2008/0281041; US2009/0203135; US2012/0035115;
US2012/0095075; US2012/0101148; US2012/0128760; US2012/0157509; US2012/0230938; US2013/0109817;
US2013/0121954; US2013/0178512; US2013/0236968; US2011/0123520; US2003/0077829; US2008/0108801; y
US2009/0203132.

C. Ciertos usos y caracteristicas

[0218] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados exhiben una potente reduccion del ARN del
VHB in vivo. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido no conjugados se acumulan en el rifién. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido conjugados se acumulan en el higado. En ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido conjugados son bien tolerados. Dichas propiedades hacen que los compuestos antisentido
conjugados sean particularmente Utiles para la inhibicion de muchos ARN diana, incluidos, entre otros, aquellos
involucrados en enfermedades, trastornos o afecciones metabdlicas, cardiovasculares y de otro tipo. Por lo tanto, en
el presente documento se proporcionan métodos para tratar dichas enfermedades, trastornos o afecciones mediante
el contacto de los tejidos del higado con los compuestos antisentido conjugados dirigidos a los ARN asociados con

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730015 T3

dichas enfermedades, trastornos o afecciones. Por lo tanto, también se describen métodos para mejorar cualquiera
de una variedad de enfermedades metabdlicas, cardiovasculares y otras, trastornos o afecciones con los
compuestos antisentido conjugados de la presente divulgacion.

[0219] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados son mas potentes que sus homdlogos no
conjugados en una concentracion de tejido particular. Sin desear estar limitado por ninguna teoria 0 mecanismo, en
ciertas realizaciones, el conjugado puede permitir que el compuesto antisentido conjugado ingrese a la célula de
manera mas eficiente o que ingrese a la célula de manera mas productiva. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido conjugados pueden exhibir una mayor reducciéon del objetivo en comparacién con su
contraparte no conjugada, en la que tanto el compuesto antisentido conjugado como su contraparte no conjugada
estan presentes en el tejido a las mismas concentraciones. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido conjugados pueden exhibir una mayor reduccion del objetivo en comparaciéon con su contraparte no
conjugada, en donde tanto el compuesto antisentido conjugado como su contraparte no conjugada estan presentes
en el higado a las mismas concentraciones.

[0220] La captacion productiva y no productiva de oligonucleétidos se ha discutido anteriormente (Ver, por ejemplo,
Geary, RS, E. Wancewicz, et al. (2009). "Effect of Dose and Plasma Concentration on Liver Uptake and
Pharmacologic Activity of a 2’-Methoxyethyl Modified Chimeric Antisense Oligonucleotide Targeting PTEN." Biochem.
Pharmacol. 78(3): 284-91; & Koller, E., T. M. Vincent, et al. (2011). "Mechanisms of single-stranded
phosphorothioate modified antisense oligonucleotide accumulation in hepatocytes." Nucleic Acids Res. 39(11): 4795-
807). Los grupos de conjugados descritos aqui pueden mejorar la captacion productiva.

[0221] En ciertas realizaciones, los grupos conjugados descritos en el presente documento pueden mejorar
adicionalmente la potencia aumentando la afinidad del compuesto antisentido conjugado para un tipo particular de
célula o tejido. En ciertas realizaciones, los grupos conjugados descritos en el presente documento pueden mejorar
adicionalmente la potencia al aumentar el reconocimiento del compuesto antisentido conjugado por uno o mas
receptores de la superficie celular. En ciertas realizaciones, los grupos conjugados descritos en el presente
documento pueden mejorar adicionalmente la potencia facilitando la endocitosis del compuesto antisentido
conjugado.

[0222] En ciertas realizaciones, el resto escindible puede mejorar adicionalmente la potencia permitiendo que el
conjugado se escinda del oligonucledtido antisentido después de que el compuesto antisentido conjugado haya
entrado en la célula. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados pueden
administrarse a dosis menores de las que serian necesarios para oligonucleétidos antisentido no conjugados.

[0223] Los enlaces de fosforotioato se han incorporado a oligonucledtidos antisentido previamente. Dichos enlaces
fosforotioato son resistentes a las nucleasas y mejoran la estabilidad del oligonucledtido. Ademas, los enlaces de
fosforotioato también se unen a ciertas proteinas, lo que resulta en la acumulacién de oligonucledétido antisentido en
el higado. Los oligonucleotidos con menos enlaces fosforotioato se acumulan menos en el higado y mas en el rifidén
(ver, por ejemplo, Geary, R, "Pharmacokinetic Properties of 2’-O-(2-Methoxyethyl)-Modified Oligonucleotide Analogs
in Rats," Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, Vol. 296, No. 3, 890-897; & Pharmacological
Properties of 2’-O-Methoxyethyl Modified Oligonucleotides in Antisense a Drug Technology, Chapter 10, Crooke,
S.T., ed., 2008). En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos con menos enlaces internculedsido fosforotioato y mas
enlaces internucledsidos fosfodiéster se acumulan menos en el higado y mas en el rifion. Cuando se tratan
enfermedades en el higado, esto es indeseable por varias razones (1) menos medicamento esta llegando al sitio de
accion deseado (higado); (2) la droga se escapa a la orina; y (3) el rifion estd expuesto a una concentracion
relativamente alta de farmaco que puede producir toxicidad en el rifidn. Por lo tanto, para las enfermedades del
higado, los enlaces de fosforotioato proporcionan beneficios importantes.

[0224] Sin embargo, en ciertas realizaciones, la administracion de oligonucleétidos unidos uniformemente por
enlaces de nucledtidos fosforotioato induce una o mas reacciones proinflamatorias. (Véase, por ejemplo: J Lab Clin
Med. 1996 Sep; 128 (3): 329-38, "Amplification of antibody production by phosphorothioate oligodeoxynucleotides".
Branda et al.; y consulte, por ejemplo: Toxicologic Properties in Antisense a Drug Technology, Capitulo 12, paginas
342-351, Crooke, ST, ed., 2008). En ciertas realizaciones, la administracion de oligonucledtidos en donde la mayoria
de los enlaces internucleosidicos comprende enlaces internucledsidos fosforotioato induce una o mas reacciones
proinflamatorias.

[0225] En ciertas realizaciones, el grado de efecto proinflamatorio puede depender de varias variables (p. €j.,
Modificacion de la columna vertebral, efectos fuera del objetivo, modificaciones de la nucleobase y/o modificaciones
de los nucledsidos) ver, por ejemplo: Propiedades toxicologicas en tecnologia antisentido de drogas, Capitulo 12,
paginas 342-351, Crooke, ST, ed., 2008). En ciertas realizaciones, el grado de efecto proinflamatorio puede
mitigarse ajustando una o mas variables. Por ejemplo, el grado de efecto proinflamatorio de un oligonucleétido dado
puede mitigarse reemplazando cualquier nimero de enlaces nucleotidicos fosforotioato con enlaces internucledsidos
fosfodiéster y reduciendo asi el numero total de enlaces internucleosidicos de fosforotioato.

[0226] En ciertas realizaciones, seria deseable reducir el nimero de enlaces de fosforotioato, si se pudiera hacer
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esto sin perder estabilidad y sin cambiar la distribucién del higado al rifién. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el
numero de enlaces de fosforotioato puede reducirse reemplazando los enlaces de fosforotioato con enlaces de
fosfodiéster. En una realizacién de este tipo, el compuesto antisentido que tiene menos enlaces fosforotioato y mas
enlaces fosfodiéster puede inducir menos reacciones proinflamatorias o ninguna reaccién proinflamatoria. Aunque el
compuesto antisentido que tiene menos enlaces fosforotioato y mas enlaces fosfodiéster puede inducir menos
reacciones proinflamatorias, el compuesto antisentido que tiene menos enlaces fosforotioato y mas enlaces
fosfodiéster puede no acumularse en el higado y puede ser menos eficaz a la misma o similar dosis en comparacion
con un compuesto antisentido que tiene mas enlaces de fosforotioato. En ciertas realizaciones, por lo tanto, es
deseable disefiar un compuesto antisentido que tenga una pluralidad de enlaces fosfodiéster y una pluralidad de
enlaces fosforotioato pero que también posea estabilidad y buena distribucion en el higado.

[0227] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados se acumulan mas en el higado y menos en
el rindn que las contrapartes no conjugadas, incluso cuando algunos de los enlaces de fosporotioato se reemplazan
con enlaces internucledsidos fosfodiéster menos inflamatorios. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido
conjugados se acumulan mas en el higado y no se excretan tanto en la orina en comparacion con sus homélogos no
conjugados, incluso cuando algunos de los enlaces de fosporotioato se reemplazan con enlaces internucleosidicos
de fosfodiéster menos inflamatorios. En ciertas realizaciones, el uso de un conjugado permite disefiar farmacos
antisentido mas potentes y mejor tolerados. De hecho, en ciertos procesos, los compuestos antisentido conjugados
tienen indices terapéuticos mas grandes que las contrapartes no conjugadas. Esto permite que el compuesto
antisentido conjugado se administre a una dosis absoluta mas alta, porque hay menos riesgo de respuesta
proinflamatoria y menos riesgo de toxicidad renal. Esta dosis mas alta permite una dosis menos frecuente, ya que se
espera que el aclaramiento (metabolismo) sea similar. Ademas, debido a que el compuesto es mas potente, como
se describié anteriormente, se puede permitir que la concentracion disminuya antes de la siguiente dosis sin perder
actividad terapéutica, lo que permite periodos incluso mas largos entre la dosificacion.

[0228] En ciertas realizaciones, la inclusion de algunos enlaces de fosforotioato sigue siendo deseable. Por ejemplo,
los enlaces terminales son vulnerables a las exonucleoasas y, por lo tanto, en ciertas realizaciones, esos enlaces
son fosforotioato u otro enlace modificado. Los enlaces internucleosidicos que unen dos desoxinucledsidos son
vulnerables a las endonucleasas y, por lo tanto, en ciertas realizaciones, esos enlaces son fosforotioato u otro
enlace modificado. Los enlaces internucleosidicos entre un nucledsido modificado y un desoxinucledsido donde el
desoxinucledsido esta en el lado 5 del enlace, los desoxinucledsidos son vulnerables a las endonucleasas vy, por lo
tanto, en ciertas realizaciones, esos enlaces son fosforotio u otro enlace modificado. Los enlaces internucleosidicos
entre dos nucledsidos modificados de ciertos tipos y entre un desoxinucledsido y un nucledsido modificado de cierto
tipo donde el nucledsido modificado esta en el lado 5’ del enlace son lo suficientemente resistentes a la digestion por
nucleasas, de modo que el enlace puede ser fosfodiéster.

[0229] En ciertas realizaciones, el oligonucledtido antisentido de un compuesto antisentido conjugado comprende
menos de 16 enlaces de fosforioato. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido antisentido de un compuesto
antisentido conjugado comprende menos de 15 enlaces de fosforioato. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido
antisentido de un compuesto antisentido conjugado comprende menos de 14 enlaces de fosforioato. En ciertas
realizaciones, el oligonucledtido antisentido de un compuesto antisentido conjugado comprende menos de 13
enlaces de fosforioato. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido antisentido de un compuesto antisentido
conjugado comprende menos de 12 enlaces de fosforioato. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido antisentido de
un compuesto antisentido conjugado comprende menos de 11 enlaces de fosforioato. En ciertas realizaciones, el
oligonucledtido antisentido de un compuesto antisentido conjugado comprende menos de 10 enlaces de fosforioato.
En ciertas realizaciones, el oligonucledtido antisentido de un compuesto antisentido conjugado comprende menos de
9 enlaces de fosforioato. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido antisentido de un compuesto antisentido
conjugado comprende menos de 8 enlaces de fosforioato.

[0230] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido que comprenden uno o mas grupos de espumas
descritos en el presente documento tienen una actividad y/o potencia y/o tolerabilidad aumentadas en comparacion
con un compuesto antisentido original que carece de uno o mas grupos conjugados. Por consiguiente, en ciertas
realizaciones, es deseable la unién de tales grupos conjugados a un oligonucleétido. Dichos grupos conjugados
pueden unirse al extremo 5 y/o 3' de un oligonucleétido. En ciertos casos, el apego en el extremo 5 es
sintéticamente deseable. Tipicamente, los oligonucleietidos se sintetizan mediante la unidn del nucledsido terminal 3’
a un soporte solido y el acoplamiento secuencial de nucledsidos de 3' a 5° usando técnicas que son bien conocidas
en la técnica. Por consiguiente, si se desea un grupo conjugado en el extremo 3', se puede (1) unir el grupo
conjugado al nucledsido terminal 3' y unir ese nucledsido conjugado al soporte sélido para la preparacion posterior
del oligonucleétido o (2) unir el grupo conjugado al nucledsido 3’ terminal de un oligonucleétido completado después
de la sintesis. Ninguno de estos enfoques es muy €eficiente y, por lo tanto, ambos son costosos. En particular, la
union del nucledsido conjugado al soporte solido, aunque se demuestra en los Ejemplos de este documento, es un
proceso ineficiente. En ciertas realizaciones, unir un grupo conjugado al nucledsido 5 terminal es sintéticamente
mas facil que el acoplamiento en el extremo 3'. Uno puede unir un nucledsido terminal 3’ no conjugado al soporte
solido y preparar el oligonucledtido usando reacciones estandar y bien caracterizadas. Entonces, solo se necesita
unir un nucledsido 5’ que tenga un grupo conjugado en la etapa de acoplamiento final. En ciertas realizaciones, esto
es mas eficaz que unir un nucledsido conjugado directamente al soporte so6lido como se hace tipicamente para
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preparar un oligonucleétido conjugado en 3'. Los ejemplos en este documento demuestran el apego en el extremo
5. Ademas, ciertos grupos conjugados tienen ventajas sintéticas. Por ejemplo, ciertos grupos conjugados que
comprenden grupos de enlace de fosforo son sintéticamente mas simples y mas eficientemente preparados que
otros grupos conjuntivos, incluidos los grupos conjugados informados anteriormente (por ejemplo,
WO/2012/037254).

[0231] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido conjugados se administran a un sujeto. En dichas
formas de realizacion, los compuestos antisentido que comprenden uno o mas grupos de espumas descritos en el
presente documento tienen mayor actividad y/o potencia y/o tolerabilidad en comparacion con un compuesto
antisentido original que carece de uno o mas grupos conjugados. Sin estar limitado por el mecanismo, se cree que el
grupo conjugado ayuda con la distribucién, el suministro y/o la absorcion en una célula o tejido objetivo. En ciertas
realizaciones, una vez dentro de la célula o tejido objetivo, es deseable que todo o parte del grupo conjugado se
escinda para liberar el oligonucleito activo. En ciertas realizaciones, no es necesario que todo el grupo conjugado se
escinda del oligonucleétido. Por ejemplo, en el Ejemplo 20 se administrd un oligonucleétido conjugado a ratones y se
detectaron varias especies quimicas diferentes, cada una de las cuales comprende una porcion diferente del grupo
conjugado que permanece en el oligonucleétido (Tabla 10a). Este compuesto antisentido conjugado demostrd una
buena potencia (Tabla 10). Por lo tanto, en ciertas realizaciones, dicho perfil de metabolito de escision parcial
multiple del grupo conjugado no interfiere con la actividad/potencia. Sin embargo, en ciertas realizaciones, es
deseable que un profarmaco (oligonucleétido conjugado) produzca un Unico compuesto activo. En ciertos casos, si
se encuentran multiples formas del compuesto activo, puede ser necesario determinar las cantidades relativas y las
actividades para cada uno. En ciertas realizaciones donde se requiere una revision regulatoria (por ejemplo, USFDA
o0 contraparte) es deseable tener una sola especie activa (o predominantemente Unica). En ciertas de tales
realizaciones, es deseable que tales especies activas Unicas sean el oligonucleétido antisentido que carezca de
cualquier porcion del grupo conjugado. En ciertas realizaciones, los grupos conjugados en el extremo 5’ tienen mas
probabilidades de dar como resultado un metabolismo completo del grupo conjugado. Sin estar limitado por el
mecanismo, puede ser que las enzimas enddégenas responsables del metabolismo en el extremo 5’ (por ejemplo, las
nucleasas 5') sean mas activas/eficientes que las contrapartes 3'. En ciertas realizaciones, los grupos conjugados
especificos son mas susceptibles al metabolismo de una sola especie activa. En ciertas realizaciones, ciertos grupos
conjugados son mas susceptibles al metabolismo del oligonucleétido.

D. Antisentido

[0232] En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos de la presente divulgacién son compuestos
antisentido. En tales realizaciones, el compuesto oligomérico es complementario a un acido nucleico diana. En
ciertas realizaciones, un acido nucleico diana es un ARN. En ciertas realizaciones, un acido nucleico diana es un
ARN no codificante. En ciertas realizaciones, un acido nucleico diana codifica una proteina. En ciertas realizaciones,
un acido nucleico diana se selecciona de un mRNA, un pre mRNA, un microRNA, un RNA no codificante, incluyendo
un RNA pequefio no codificante, y un RNA dirigido por un promotor. En ciertas realizaciones, los compuestos
oligoméricos son al menos parcialmente complementarios con mas de un acido nucleico diana. Por ejemplo, los
compuestos oligoméricos pueden ser imitadores de microARN, que tipicamente se unen a multiples dianas.

[0233] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden una porcién que tiene una secuencia de
nucleobases al menos en un 70% complementaria a la secuencia de nucleobases de un acido nucleico diana. En
ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden una porcién que tiene una secuencia de nucleobases
al menos 80% complementaria a la secuencia de nucleobases de un acido nucleico diana. En ciertas realizaciones,
los compuestos antisentido comprenden una porcidon que tiene una secuencia de nucleobases al menos 90%
complementaria a la secuencia de nucleobases de un acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido comprenden una porcién que tiene una secuencia de nucleobases al menos 95% complementaria a la
secuencia de nucleobases de un acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido
comprenden una porcion que tiene una secuencia de nucleobases al menos 98% complementaria a la secuencia de
nucleobases de un acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden una
porcidn que tiene una secuencia de nucleobases que es 100% complementaria a la secuencia de nucleobases de un
acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son al menos el 70%, 80%, 90%, 95%,
98% o 100% complementarios a la secuencia de nucleobases de un &cido nucleico diana en toda la longitud del
compuesto antisentido.

[0234] Los mecanismos antisentido incluyen cualquier mecanismo que implique la hibridacion de un compuesto
oligomérico con acido nucleico diana, en el que la hibridacién da como resultado un efecto bioldgico. En ciertas
realizaciones, dicha hibridaciéon da como resultado una degradacion u ocupacion del acido nucleico diana con la
inhibicion o estimulacién concomitante de la maquinaria celular que implica, por ejemplo, traduccion, transcripcion o
poliadenilacion del acido nucleico diana o de un acido nucleico con el que el nucleico diana de lo contrario el acido
puede interactuar.

[0235] Un tipo de mecanismo antisentido que implica la degradacion del ARN diana es el antisentido mediado por la

ARNasa H RNasa H es una endonucleasa celular que corta la cadena de ARN de un duplex de ARN:ADN. Se sabe
en la técnica que los compuestos antisentido monocatenarios que son "similares a ADN" provocan la actividad de la
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ARNasa H en células de mamiferos. La activacion de la ARNasa H, por lo tanto, da como resultado la escision de la
diana del ARN, lo que mejora considerablemente la eficacia de la inhibicion de la expresién génica mediada por
oligonucleétidos similar al ADN.

[0236] Los mecanismos antisentido también incluyen, sin limitacién, mecanismos de ARNi, que utilizan la ruta RISC.
Dichos mecanismos de ARNi incluyen, sin limitacion, mecanismos de ARNip, ssRNA y microRNA. Tales
mecanismos incluyen la creacion de un imitador de microARN y/o un anti-microARN.

[0237] Los mecanismos antisentido también incluyen, sin limitacion, mecanismos que hibridan o imitan ARN no
codificante distinto de microARN o ARNm. Dicho ARN no codificante incluye, pero no se limita a, ARN dirigido por
promotor y ARN corto y largo que efectla la transcripcion o traduccion de uno o mas acidos nucleicos.

[0238] En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos que comprenden conjugados descritos en el presente
documento son compuestos de ARNi. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos oligoméricos que comprenden
conjugados descritos en el presente documento son compuestos de ARNbc. En ciertas realizaciones, los
oligonucledtidos que comprenden conjugados descritos en el presente documento se emparejan con un segundo
compuesto oligomérico para formar un ARNip. En ciertas de tales realizaciones, el segundo compuesto oligomérico
también comprende un conjugado. En ciertas realizaciones, el segundo compuesto oligomérico es cualquier acido
nucleico modificado o no modificado. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos que comprenden conjugados
descritos en el presente documento son la cadena antisentido en un compuesto de ARNSsi. En ciertas realizaciones,
los oligonucledtidos que comprenden conjugados descritos en el presente documento son la cadena con sentido en
un compuesto de ARNSsi. En realizaciones en las que el compuesto oligomérico conjugado es siRnA de doble
cadena, el conjugado puede estar en la cadena de sentido, la cadena antisentido o tanto la cadena de sentido como
la cadena antisentido.

D. Acidos nucleicos, regiones y segmentos diana

[0239] En ciertas realizaciones de la divulgacion, los compuestos antisentido conjugados se dirigen a cualquier acido
nucleico. En ciertas realizaciones, el acido nucleico diana codifica una proteina diana que es clinicamente relevante.
En tales realizaciones, la modulacion del acido nucleico diana da como resultado un beneficio clinico. El acido
nucleico diana de la presente invencién se ilustra en la Tabla 1.

Tabla 1: Ciertos acidos nucleicos diana

Diana Especies GENBANK® N° de acceso SEQID NO
HBV Humanos U95551.1 1

[0240] EI proceso de direccionamiento generalmente incluye la determinacion de al menos una regién, segmento o
sitio diana dentro del acido nucleico diana para que se produzca la interacciéon antisentido de manera que se
produzca el efecto deseado.

[0241] En ciertas realizaciones, una region diana es una region estructuralmente definida del acido nucleico. Por
ejemplo, en ciertas realizaciones de este tipo, una region diana puede abarcar una UTR 3’, una UTR 5', un exén, un
intrén, una region codificante, una regién de iniciacion de la traduccion, una regiéon de terminacion de la traduccién u
otra region del acido nucleico definido o segmento diana.

[0242] En ciertas realizaciones, un segmento diana es al menos aproximadamente una porcién de 8 nucleobases de
una region diana a la que se dirige un compuesto antisentido conjugado. Los segmentos diana pueden incluir
secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos 8 nucleobases consecutivas del término 5’ de uno de los
segmentos diana (las nucleobases restantes son un tramo consecutivo del mismo ADN o ARN que comienza
inmediatamente corriente arriba del término 5' del segmento diana y continuando hasta que el ADN o ARN
comprenda de aproximadamente 8 a aproximadamente 30 nucleobases). Los segmentos diana también estan
representados por secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos 8 nucleobases consecutivas del extremo 3’
de uno de los segmentos diana (las nucleobases restantes son un tramo consecutivo del mismo ADN o ARN que
comienza inmediatamente después del término 3' del segmento diana y continta hasta que el ADN o el ARN
comprende aproximadamente 8 a aproximadamente 30 nucleobases). Los segmentos diana también pueden
representarse por secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos 8 nucleobases consecutivas de una parte
interna de la secuencia de un segmento diana, y pueden extenderse en una o ambas direcciones hasta que el
compuesto antisentido conjugado comprende aproximadamente 8 a aproximadamente 30 nucleobases.

[0243] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos al acido nucleico listado en la Tabla 1 pueden
modificarse como se describe en el presente documento. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido
pueden tener un resto de aziucar modificado, un resto de azicar no modificado o una mezcla de restos de azucar
modificado y no modificado como se describe en el presente documento. En ciertas realizaciones, los compuestos
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antisentido pueden tener un enlace internucledsido modificado, un enlace internucleésido no modificado o una
mezcla de enlaces internucledsido modificados y no modificados como se describe en el presente documento. En
ciertas realizaciones, los compuestos antisentido pueden tener una nucleobase modificada, una nucleobase no
modificada o una mezcla de nucleobases modificadas y no modificadas como se describe en el presente
documento. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido pueden tener un motivo como se describe en el
presente documento.

[0244] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos al acido nucleico listado en la Tabla 1 pueden
conjugarse como se describe en el presente documento.

1, Hepatitis B (VHB)

[0245] La hepatitis B es una enfermedad viral transmitida por via parenteral por material contaminado como sangre y
productos sanguineos, agujas contaminadas, sexual y verticalmente de madres infectadas o portadoras a su
descendencia. La Organizacion Mundial de la Salud estima que mas de 2 mil millones de personas han sido
infectadas en todo el mundo, con aproximadamente 4 millones casos por afo, 1 millén de muertes por afio y 350-
400 millones de portadores crénicos (Organizacion Mundial de la Salud: Prevalencia geografica de prevalencia de
hepatitis B, 2004, http://www.who.int/vaccines-surveillance/graphics/htmls/hepbprev.htm).

[0246] EI virus, el VHB, es un virus hepatotrépico de doble cadena que infecta solo a humanos y primates no
humanos. La replicacion viral tiene lugar predominantemente en el higado y, en menor medida, en los rifiones, el
pancreas, la médula ésea y el bazo (biologia del virus de la hepatitis B. Microbiol Mol Biol Rev. 64: 2000; 51-68). Los
marcadores viricos e inmunitarios son detectables en la sangre y los patrones caracteristicos de antigeno-anticuerpo
evolucionan con el tiempo. El primer marcador viral detectable es el HBsAg, seguido del antigeno de la hepatitis B e
(HBeAg) y el ADN del VHB. Los titulos pueden ser altos durante el periodo de incubacion, pero los niveles de ADN y
HBeAg del VHB comienzan a disminuir al comienzo de la enfermedad y pueden ser indetectables en el momento de
la enfermedad clinica maxima (infeccion natural por el virus de la hepatitis B y sus consecuencias clinicas. N Engl J
Med. 350: 2004; 1118-1129). HBeAg es un marcador viral detectable en la sangre y se correlaciona con la
replicacion viral activa y, por lo tanto, con alta carga viral e infectividad (el antigeno de la hepatitis B es el peligroso
juego final de la hepatitis B. N Engl J Med. 347: 2002; 208-210). La presencia de anti-HBsAb y anti-HBcAb (IgG)
indica recuperacién e inmunidad en un individuo previamente infectado.

[0247] Actualmente, las terapias recomendadas para la infeccion crénica por VHB por parte de la Asociacion
Americana para el Estudio de Enfermedades Hepaticas (AASLD) y la Asociacion Europea para el Estudio del Higado
(EASL) incluyen interferén alfa (INFa), interferon pegilado alfa-2a (Peg-IFN2a), entecavir y tenofovir. Las terapias de
nucledsidos y nucleobases, entecavir y tenofovir, tienen éxito para reducir la carga viral, pero las tasas de
seroconversion de HBeAg y la pérdida de HBsAg son incluso mas bajas que las obtenidas con la terapia con IFNa.
También se utilizan otras terapias similares, que incluyen lamivudina (3TC), telbivudina (LdT) y adefovir, pero para
las terapias de nucledsidos/nucleobases en general, la aparicion de resistencia limita la eficacia terapéutica.

[0248] Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de descubrir y desarrollar nuevas terapias antivirales. Ademas,
existe la necesidad de nuevas terapias contra el VHB capaces de aumentar las tasas de seroconversion de HBeAg y
HBsAg. Investigaciones clinicas recientes han encontrado una correlacion entre la seroconversion y las reducciones
de HBeAg (Fried et al (2008) Hepatology 47: 428) y las reducciones de HBsAg (Moucari et al (2009) Hepatology 49:
1151). Las reducciones en los niveles de antigenos pudieron haber permitido el control inmunoldgico de la infeccion
por VHB porque se cree que los niveles altos de antigenos inducen tolerancia inmunoldgica. Las terapias actuales
de nucleédsidos para el VHB son capaces de reducciones drasticas en los niveles séricos del VHB, pero tienen poco
impacto en los niveles de HBeAg y HBsAg.

[0249] Los compuestos antisentido dirigidos contra el VHB se han descrito previamente en los documentos
WO02011/047312, WO2012/145674 y WO2012/145697, Se planifican estudios clinicos para evaluar el efecto de los
compuestos antisentido dirigidos al VHB en pacientes. Sin embargo, todavia existe la necesidad de proporcionar a
los pacientes opciones de tratamiento adicionales y mas potentes.

Ciertos compuestos antisentido conjugados dirigidos a un acido nucleico del VHB

[0250] En ciertas realizaciones de la presente divulgacion, los compuestos antisentido conjugados se dirigen a un
acido nucleico del VHB que tiene la secuencia del N° de Acceso U95551.1 de GENBANK®, incorporado aqui como
SEQ ID NO: 1. En ciertas tales realizaciones, un conjugado el compuesto antisentido dirigido a la SEQ ID NO: 1 es
al menos el 90%, al menos el 95%, o el 100% complementario a la SEQ ID NO: 1.

[0251] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 3. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una Secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 3.

[0252] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
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menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 4. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una Secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 4.

[0253] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 5. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una Secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 5.

[0254] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 6. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una Secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 6.

[0255] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 7. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una Secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 7.

[0256] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 8. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una Secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 8.

[0257] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 9. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una Secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 9.

[0258] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 10. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 10.

[0259] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende al
menos 8 secuencias de nucleobases consecutivas de la SEQ ID NO: 11. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 comprende una Secuencia de nucleobases de la SEQ ID NO: 11.

Tabla 2: Compuestos antisentido dirigidos a HBV SEQ ID NO: 1

ISIS N° [Sitio de inicio diana Secuencia (5°-3’) Motivo SEQID NO
505358 1583 GCAGAGGTGAAGCGAAGTGC|eeeeeddddddddddeeeee 3
509934 1780 CCAATTTATGCCTACAGCCT |eeeeeddddddddddeeeee 4
510100 411 GGCATAGCAGCAGGATG eeeddddddddddeeee 5
552023 1266 AGGAGTTCCGCAGTATGGAT |eeeeeeddddddddddeeee 6
552024 1577 GTGAAGCGAAGTGCACACGG|eeeeeeddddddddddeeee 7
552032 1585 GTGCAGAGGTGAAGCGAAGT |eeeeeeddddddddddeeee 8
552859 1583 AGGTGAAGCGAAGTGC ekkddddddddddkke 9
552925 1264 TCCGCAGTATGGATCG ekddddddddddkeke 10
577119 1780 AATTTATGCCTACAGCCT | kdkdkddddddddeeeee 11

[0260] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 505358 y un grupo conjugado. ISIS
505358 es un oligonucleoétido modificado que tiene la férmula: Ges mCes Aes Ges Aes Gds Gds Tds Gds Ads Ads
Gds mCds Gds Ads Aes Ges Tes Ges mCe, en donde,

A = una adenina,

mC = una 5'-metilcitosina

G = una guanina,

T = una timina,

e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,

d = un 2'-desoxinucledsido, y

s = un enlace internucledsido fosforotioato.

[0261] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 509934 y un grupo conjugado. ISIS
509934 es un oligonucledtido modificado que tiene la formula: mCes mCes Aes Aes Tes Tds Tds Ads Tds Gds
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mCds mCds Tds Ads mCds Aes Ges mCes mCes Te, en donde

A = una adenina,

mC = una 5'-metilcitosina

G = una guanina,

T = una timina,

e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,

d = un 2'-desoxinucledsido, y

s = un enlace internucleodsido fosforotioato.
[0262] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 510100 y un grupo conjugado. ISIS
510100 es un oligonucledtido modificado que tiene la formula: Ges Ges mCes Ads Tds Ads Gds mCds Ads Gds
mCds Ads Gds Ges Aes Tes Ge, en donde,

A = una adenina,

mC = una 5'-metilcitosina

G = una guanina,

T = una timina,

e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,

d = un 2'-desoxinucledsido, y

s = un enlace internucleodsido fosforotioato.
[0263] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 552023 y un grupo conjugado. ISIS
552023 es un oligonucledtido modificado que tiene la formula: Aes Ges Ges Aes Ges Tes Tds mCds mCds Gds
mCds Ads Gds Tds Ads Tds Ges Ges Ges Aes Te, en donde,

A = una adenina,

mC = una 5'-metilcitosina

G = una guanina,

T = una timina,

e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,

d = un 2'-desoxinucledsido, y

s = un enlace internucleodsido fosforotioato.
[0264] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 552024 y un grupo conjugado. ISIS
552024 es un oligonucleoétido modificado que tiene la férmula: Ges Tes Ges Aes Aes Ges mCds Gds Ads Ads Gds
Tds Gds mCds Ads mCds Aes mCes Ges Ge, en donde,

A = una adenina,

mC = una 5'-metilcitosina

G = una guanina,

T = una timina,

e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,
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d = un 2'-desoxinucledsido, y

s = un enlace internucledsido fosforotioato.

[0265] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 552032 y un grupo conjugado. ISIS
552032 es un oligonuclestido modificado que tiene la formula: Ges Tes Ges mCes Aes Ges Ads Gds Gds Tds Gds

Ads Ads Gds mCds Gds Aes Aes Ges Te, en donde,
A = una adenina,
mC = una 5'-metilcitosina
G = una guanina,
T = una timina,
e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,
d = un 2'-desoxinucledsido, y

s = un enlace internucledsido fosforotioato.

[0266] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 552859 y un grupo conjugado. ISIS
552859 es un oligonucledtido modificado que tiene la formula: Aes Gks Gks Tds Gds Ads Ads Gds mCds Gds Ads

Ads Gds Tks Gks mCe, en donde,
A = una adenina,
mC = una 5'-metilcitosina
G = una guanina,
T = una timina,
e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,
k = un nucledésido modificado cEt,
d = un 2'-desoxinucledsido, y

s = un enlace internucledsido fosforotioato.

[0267] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 552925 y un grupo conjugado. ISIS
552925 es un oligonucledtido modificado que tiene la formula: Tes mCks mCds Gds mCds Ads Gds Tds Ads Tds

Gds Gds Aks Tes mCks Ge, en donde
A = una adenina,
mC = una 5'-metilcitosina
G = una guanina,
T = una timina,
e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,
k = un nucledsido modificado cEt,
d = un 2'-desoxinucledsido, y
s = un enlace internucleodsido fosforotioato.

s = un enlace internucledsido fosforotioato.

[0268] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 577119 y un grupo conjugado. ISIS
577119 es un oligonucleotido modificado que tiene la formula: Aks Ads Tks Tds Tks Ads Tds Gds mCds mCds Tds
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Ads mCds Aes Ges mCes mCes Te, en donde,
A = una adenina,
mC = una 5'-metilcitosina
G = una guanina,
T = una timina,
e = un nucledsido modificado con 2'-O-metoxietilo,
k = un nucleésido modificado cEt,
d = un 2'-desoxinucledsido, y
s = un enlace internucledsido fosforotioato.

[0269] En ciertas realizaciones, un compuesto que tiene la siguiente estructura quimica comprende o consiste en
ISIS 505358 con un 5'-X, en donde X es un grupo conjugado como se define en las reivindicaciones:

[0270] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 712408 que tiene la siguiente
estructura quimica:
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[0271] En ciertas
estructura quimica:

realizaciones, un compuesto comprende o consiste en ISIS 695324 que tiene la siguiente
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[0272] En ciertas realizaciones, un compuesto comprende o consiste en la SEQ ID NO: 3, 5-GalNAc,
modificaciones quimicas representadas por la siguiente estructura quimica:
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en donde R' es -OCH,CH,OCH3; (MOE) y R? es H; o R' y R? juntos forman un puente, en donde R' es -O- y R?
es -CHy-, -CH(CHj3)-, o0 -CH2CH,-, y R' y R? estan conectados directamente de manera que el puente resultante
se selecciona de: -O-CHa-, -O-CH(CHj3)-, y -O-CH,CH-;

y para cada par de R® y R* en el mismo anillo, independientemente de cada anillo: R® se selecciona de H vy -
OCH,CH;0CHjs y R* es H; o R3 y R* juntos forman un puente, en donde R? es -O-, y R* es -CH,-, - CH(CH3)-, o -
CH,CHz- y R® y R* estan conectados directamente de tal manera que el puente resultante se selecciona de: -O-
CHz-, -O- CH(CH3)-, y -O-CH2CH2-;
y R?® se selecciona de H y -CHj;
y Z se selecciona de S-y O-.
Indicaciones terapéuticas de HB V
[0273] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos para usar un compuesto antisentido
conjugado dirigido a un acido nucleico de HBV para modular la expresion de HBV en un sujeto. En ciertas

realizaciones, se reduce la expresion de VHB.

[0274] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos para usar un compuesto antisentido
conjugado dirigido a un acido nucleico de VHB en una composicién farmacéutica para tratar a un sujeto. En ciertas
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realizaciones, el sujeto tiene una afeccion relacionada con el VHB. En ciertas realizaciones, la afeccion relacionada
con el VHB incluye, pero no se limita a, infeccién crénica por VHB, inflamacion, fibrosis, cirrosis, cancer de higado,
hepatitis sérica, ictericia, cancer de higado, inflamacion del higado, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica, insuficiencia
hepatica. Enfermedad inflamatoria hepatocelular difusa, sindrome hemofagocitico, hepatitis sérica y viremia por
VHB. En ciertas realizaciones, la afeccién relacionada con el VHB puede tener sintomas que pueden incluir
cualquiera o todos los siguientes: enfermedad similar a la gripe, debilidad, dolores, dolor de cabeza, fiebre, pérdida
de apetito, diarrea, ictericia, nauseas y vomitos, dolor sobre la area del higado del cuerpo, heces de color arcilla o
gris, picor en todo el cuerpo, y orina de color oscuro, cuando se combina con una prueba positiva de la presencia de
un virus de la hepatitis B, un antigeno viral de la hepatitis B o una prueba positiva para la presencia de un anticuerpo
especifico para un antigeno viral de la hepatitis B. En ciertas realizaciones, el sujeto esta en riesgo de una afeccion
relacionada con el VHB. Esto incluye a los sujetos que tienen uno o mas factores de riesgo para desarrollar una
afeccion relacionada con el VHB, incluida la exposicion sexual a un individuo infectado con el virus de la hepatitis B,
que viven en la misma casa que un individuo con una infecciéon por el virus de la hepatitis B de por vida, la
exposicidon a sangre humana infectada con el virus de la hepatitis B, la inyeccion de drogas ilicitas, ser una persona
que tiene hemofilia y visitar un area donde la hepatitis B es comun. En ciertas realizaciones, el sujeto ha sido
identificado como necesitado de tratamiento para una afeccién relacionada con el VHB.

[0275] Ciertas realizaciones de la presente divulgacion proporcionan un método para reducir los niveles de antigeno
de VHB ADN y/o VHB en un animal infectado con VHB que comprende administrar al animal un compuesto
antisentido conjugado dirigido a un acido nucleico de VHB. En ciertas realizaciones, el antigeno es HBsAG o
HBeAG. En ciertas realizaciones, la cantidad de antigeno de HBV puede reducirse suficientemente para dar como
resultado la seroconversion.

[0276] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos para usar un compuesto antisentido
conjugado dirigido a un acido nucleico de HBV en la preparacion de un medicamento.

[0277] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto antisentido conjugado dirigido a
un acido nucleico del VHB, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en terapia.

[0278] Ciertas realizaciones de la presente divulgacion proporcionan un compuesto antisentido conjugado dirigido a
un acido nucleico del VHB para su uso en el tratamiento de una afeccién relacionada con el VHB. La afeccién
relacionada con el VHB incluye, pero no se limita a, infeccion crénica por VHB, inflamacion, fibrosis, cirrosis, cancer
de higado, hepatitis sérica, ictericia, cancer de higado, inflamacion del higado, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica,
insuficiencia hepatica, enfermedad inflamatoria hepatocelular difusa, sindrome hemofagocitico, hepatitis sérica y
viremia por VHB.

[0279] Ciertas realizaciones de la presente divulgacion proporcionan un compuesto antisentido conjugado dirigido a
un acido nucleico del VHB para su uso en la reduccion de los niveles de antigeno VHB ADN y/o VHB en un animal
infectado con VHB que comprende administrar al animal un compuesto antisentido conjugado dirigido a un acido
nucleico del VHB. En ciertas realizaciones, el antigeno es HBsAG o HBeAG. En ciertas realizaciones, la cantidad de
antigeno de HBV puede reducirse suficientemente para dar como resultado la seroconversion.

[0280] Se entendera que cualquiera de los compuestos descritos en el presente documento se puede usar en los
métodos y usos mencionados anteriormente. Por ejemplo, en ciertas realizaciones de la presente divulgacion, un
compuesto antisentido conjugado dirigido a un acido nucleico del VHB en los métodos y usos mencionados
anteriormente puede incluir, pero no se limita a, un compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 que
comprende al menos un 8 secuencias de nucleobases consecutivas de cualquiera de las SEQ ID NO: 3-11; un
compuesto antisentido conjugado dirigido a la SEQ ID NO: 1 que comprende una secuencia de nucleobases de
cualquiera de las SEQ ID NO: 3-11; un compuesto que comprende o consiste en ISIS 505358, ISIS 509934, ISIS
510100, ISIS 552023, ISIS 552024, ISIS 552032, ISIS 552859, ISIS 552925 o ISIS 577119 y un grupo conjugado.

E. Ciertas composiciones farmacéuticas

[0281] En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden
uno o mas compuestos antisentido de acuerdo con la invencién. En ciertas realizaciones, dicha composicion
farmacéutica comprende un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, una
composicion farmacéutica comprende una solucion salina estéril y uno o mas compuestos antisentido. En ciertas
realizaciones, dicha composicién farmacéutica consiste en una soluciéon salina estéril y uno o mas compuestos
antisentido. En ciertas realizaciones, la solucion salina estéril es soluciéon salina de calidad farmacéutica. En ciertas
realizaciones, una composicion farmacéutica comprende uno o mas compuestos antisentido y agua estéril. En
ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica consiste en uno o mas compuestos antisentido y agua estéril.
En ciertas realizaciones, la solucion salina estéril es agua de calidad farmacéutica. En ciertas realizaciones, una
composicion farmacéutica comprende uno o mas compuestos antisentido y solucion salina tamponada con fosfato
(PBS). En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica consiste en uno o mas compuestos antisentido y
solucién salina tamponada con fosfato estéril (PBS). En ciertas realizaciones, la solucion salina estéril es PBS de
grado farmacéutico.
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[0282] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido pueden mezclarse con sustancias activas y/o inertes
farmacéuticamente aceptables para la preparacion de composiciones o formulaciones farmacéuticas.
Composiciones y métodos para la formulacion de composiciones farmacéuticas depende de una serie de criterios,
que incluyen, entre otros, la via de administracion, el grado de la enfermedad o la dosis que se administrara.

[0283] Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido abarcan cualesquiera sales,
ésteres o0 sales farmacéuticamente aceptables de tales ésteres. En ciertas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido comprenden uno o mas oligonucleétidos que, tras la
administracion a un animal, incluido un ser humano, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el
metabolito o residuo biolégicamente activo del mismo. Por consiguiente, por ejemplo, la descripcion también se
refiere a sales farmacéuticamente aceptables de compuestos antisentido, profarmacos, sales farmacéuticamente
aceptables de tales profarmacos y otros bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas
incluyen, pero no se limitan a, sales de sodio y potasio.

[0284] Un profarmaco puede incluir la incorporacion de nucledsidos adicionales en uno o ambos extremos de un
oligonucledtido que se escinden por nucleasas enddgenas dentro del cuerpo, para formar el oligonucledtido
antisentido activo.

[0285] Los restos de lipidos se han usado en terapias de acidos nucleicos en una variedad de métodos. En ciertos
de tales métodos, el acido nucleico se introduce en liposomas preformados o lipoplexas hechas de mezclas de
lipidos cationicos y lipidos neutros. En ciertos métodos, los complejos de ADN con lipidos mono- o policatiénicos se
forman sin la presencia de un lipido neutro. En ciertas realizaciones, se selecciona un resto lipidico para aumentar la
distribucion de un agente farmacéutico a una célula o tejido particular. En ciertas realizaciones, se selecciona un
resto lipidico para aumentar la distribucion de un agente farmacéutico al tejido graso. En ciertas realizaciones, se
selecciona un resto lipidico para aumentar la distribucién de un agente farmacéutico al tejido muscular.

[0286] En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en este documento comprenden
uno o mas oligo-nuclestidos modificados y uno o mas excipientes. En ciertas de tales realizaciones, los excipientes
se seleccionan de agua, soluciones salinas, alcohol, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilasa, estearato de
magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulosa y polivinilpirrolidona.

[0287] En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en el presente documento comprende
un sistema de administracion. Los ejemplos de sistemas de administracion incluyen, pero no se limitan a, liposomas
y emulsiones. Ciertos sistemas de administracion son utiles para preparar ciertas composiciones farmacéuticas que
incluyen aquellas que comprenden compuestos hidréfobos. En ciertas realizaciones, se usan ciertos disolventes
organicos tales como dimetilsulféxido.

[0288] En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en el presente documento comprende
una o mas moléculas de administracion especificas de tejido disefiadas para administrar el uno o mas agentes
farmacéuticos de la presente divulgacion a tejidos especificos o tipos de células. Por ejemplo. En ciertas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas incluyen liposomas recubiertos con un anticuerpo especifico de
tejido.

[0289] En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en el presente documento comprende
un sistema de co-disolvente. Algunos de tales sistemas de co-disolventes comprenden, por ejemplo, alcohol
bencilico, un tensioactivo no polar, un polimero organico miscible en agua y una fase acuosa. En ciertas
realizaciones, tales sistemas de co-disolventes se utilizan para compuestos hidréfobos. Un ejemplo no limitativo de
tal sistema de co-solvente es el sistema de co-solvente de VPD, que es una soluciéon de etanol absoluto que
contiene 3% p/v de alcohol bencilico, 8% p/v del agente tensioactivo no polar Polisorbato 80TM y 65% p/v
polietilenglicol 300. Las proporciones de tales sistemas de co-solventes pueden variar considerablemente sin alterar
significativamente sus caracteristicas de solubilidad y toxicidad. Ademas, la identidad de los componentes del co-
disolvente puede variar: por ejemplo, se pueden usar otros agentes en lugar de Polisorbato 80TM; el tamafio de la
fraccion de polietilenglicol puede variar; otros polimeros biocompatibles pueden reemplazar al polietilenglicol, por
ejemplo, polivinilpirrolidona; y otros azucares o polisacaridos pueden sustituir la dextrosa.

[0290] En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en el presente documento se prepara
para administracion oral. En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se preparan para administracion
bucal.

[0291] En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica se prepara para la administracion por inyeccion (por
ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular, etc.). En algunas de tales realizaciones, una composicion
farmacéutica comprende un portador y se formula en una solucion acuosa, tal como agua o tampones
fisioldgicamente compatibles, tales como solucién de Hanks, solucion de Ringer o tampén salino fisiolégico. En
ciertas realizaciones, se incluyen otros ingredientes (por ejemplo, ingredientes que ayudan en la solubilidad o sirven
como conservantes). En ciertas realizaciones, las suspensiones inyectables se preparan usando vehiculos liquidos
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apropiados, agentes de suspension y similares. Ciertas composiciones farmacéuticas para inyeccion se presentan
en forma de dosis unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de dosis multiples. Ciertas composiciones
farmacéuticas para inyeccion son suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, y
pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Ciertos
disolventes adecuados para uso en composiciones farmacéuticas para inyeccion incluyen, pero no se limitan a,
disolventes lipofilos y aceites grasos, tales como aceite de sésamo, ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como
oleato de etil o triglicéridos, y liposomas. Las suspensiones para inyeccion acuosas pueden contener sustancias que
aumentan la viscosidad de la suspensién, como la carboximetilcelulosa sédica, el sorbitol o el dextrano.
Opcionalmente, dichas suspensiones también pueden contener estabilizadores adecuados o agentes que aumentan
la solubilidad de los agentes farmacéuticos para permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.

[0292] En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica se prepara para administracion transmucosa. En
algunas de tales realizaciones, se usan en la formulacion penetrantes apropiados para la barrera a permear. Tales
penetrantes se conocen generalmente en la técnica.

[0293] En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en el presente documento comprende
un oligonucledtido en una cantidad terapéuticamente eficaz. En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente
eficaz es suficiente para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de una enfermedad o para prolongar la
supervivencia del sujeto que se esta tratando. La determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro
de la capacidad de los expertos en la técnica.

[0294] En ciertas realizaciones, uno o mas oligonucleétidos modificados proporcionados en el presente documento
se formulan como un profarmaco. En ciertas realizaciones, tras la administracion in vivo, un profarmaco se convierte
quimicamente en la forma mas activa bioldgica, farmacéutica o terapéuticamente de un oligonucleétido. En ciertas
realizaciones, los profarmacos son utiles porque son mas faciles de administrar que la forma activa correspondiente.
Por ejemplo, en ciertos casos, un profarmaco puede estar mas biodisponible (por ejemplo, a través de la
administracion oral) que la forma activa correspondiente. En ciertos casos, un profarmaco puede tener una
solubilidad mejorada en comparacion con la forma activa correspondiente. En ciertas realizaciones, los profarmacos
son menos solubles en agua que la forma activa correspondiente. En ciertos casos, tales profarmacos poseen una
transmision superior a través de las membranas celulares, donde la solubilidad en agua es perjudicial para la
movilidad. En ciertas realizaciones, un profarmaco es un éster. En ciertas de tales realizaciones, el éster se hidroliza
metabdlicamente a acido carboxilico tras la administracion. En ciertos casos, el compuesto que contiene acido
carboxilico es la forma activa correspondiente. En ciertas realizaciones, un profarmaco comprende un péptido corto
(poliaminoacido) unido a un grupo acido. En algunas de tales realizaciones, el péptido se escinde tras la
administracion para formar la forma activa correspondiente.

[0295] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona composiciones y métodos para reducir la
cantidad o actividad de un acido nucleico diana en una célula. En ciertas realizaciones, la célula esta en un animal.
En ciertas realizaciones, el animal es un mamifero. En ciertas realizaciones, el animal es un roedor. En ciertas
realizaciones, el animal es un primate. En ciertas realizaciones, el animal es un primate no humano. En ciertas
realizaciones, el animal es un humano.

[0296] En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos para administrar una composicion
farmacéutica que comprende un oligonucledtido de la presente divulgacion a un animal. Las vias de administracion
adecuadas incluyen, pero no se limitan a, oral, rectal, transmucosa, intestinal, enteral, tépica, supositorio, por
inhalacion, intratecal, intracerebroventricular, intraperitoneal, intranasal, intraocular, intratumoral y parenteral (por
ejemplo, intravenosa, intramuscular, intramedular, y subcutaneo). En ciertas realizaciones, los farmacos intratecales
se administran para lograr exposiciones locales en lugar de sistémicas. Por ejemplo, las composiciones
farmacéuticas pueden inyectarse directamente en el area del efecto deseado (por ejemplo, en el higado).

EJEMPLOS

[0297] Los siguientes ejemplos ilustran ciertas realizaciones de la presente divulgacion y no son limitantes. Ademas,
cuando se proporcionan realizaciones especificas, los inventores han contemplado la aplicacién genérica de esas
realizaciones especificas. Por ejemplo, la divulgacion de un oligonucledtido que tiene un motivo particular
proporciona un soporte razonable para oligonucledétidos adicionales que tienen el mismo motivo o similar. Y, por
ejemplo, cuando una modificacion particular de alta afinidad aparece en una posicién particular, otras modificaciones
de alta afinidad en la misma posicién se consideran adecuadas, a menos que se indique lo contrario.

Ejemplo 1: Método general para la preparacion de fosforamiditas, compuestos 1, 1ay 2

[0298]
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OB O .Bx Bx
pmto” vcanta DMTO/IQ‘
R T~ OMe HyC—
0 o ° 00
>, Pe,, . Puy,
NC\//f\O/P N(iP1), NC\/\O/ N(iPr), NC\’/\O/ N(7Pr),
1 la 2

Bx es una base heterociclica;

[0299] Los compuestos 1, 1a y 2 se prepararon segun los procedimientos bien conocidos en la técnica tal como se
describe en la memoria descriptiva del presente documento (ver Seth et al., Bioorg. Med. Chem., 2011, 21 (4), 1122-
1125, J. Org. Chem., 2010, 75 (5), 1569-1581, Nucleic Acids Symposium Series, 2008, 52 (1), 553-554); y también
ver las Solicitudes internacionales PCT publicadas (WO 2011/115818, WO 2010/077578, W02010/036698,
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W02009/143369, WO 2009/006478, y WO 2007/090071), y la patente de EE.UU. 7,569,686).

Ejemplo 2: Preparacion del compuesto 7

[0300]
AcOOAC
AcOOAc 0 o)
PN
0 TMsOTf, 50°c  A¢© HO oYy 5
AcO OAc > o -
AGHN CICH,CH,CI N=x TMSOTE, DCE
3 (93%) 4 (66%)
ACOOA AcOOAc .
o Hy/Pd \\ﬁﬁ/o OH
o e} e ACO M(
Acom \/\/W \/© MeOH AGHMN
AGHN s O (95%) © ;7 °

[0301] Los compuestos 3 (2-acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-deoxi-B-Dgalactopiranosa o galactosamina
pentaacetato) estan disponibles comercialmente. EI compuesto 5 se preparé de acuerdo con procedimientos

publicados (Weber y col., J. Med. Chem., 1991, 34, 2692).

Ejemplo 3: Preparacion del compuesto 11

[0302]
EtO
NC/\‘ m
HOHO N N D /\,Oij— el ..E[o D Nrg
Hsy - NH:
: aq KOH, NC ] * Reflujo, ta, O B0 o
HO 1,4-dioxans, O (56%)
8 (40%) NC.V,J 10 O.}*-\,) 11

[0303] Los compuestos 8 y 9 estan disponibles comercialmente.

Ejemplo 4: Preparacion del compuesto 18

[0304]

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730015 T3

EtO.

EIQ‘Y\L m
o
O bencilcloroformato, LIOM, H,0

EtO o NH Diexano, NazC0; Et0 o H"ll‘g -
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Eiw Eti\j 12 (81%)
"

o o
» o RAN
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o “ o H n n
a ‘JL F—ﬁ' I L W If\,ﬂh H—H Q'\O
\afﬁ O,\O HBTU, DIEA, DME
% (69%) *}‘Giﬁmﬁ j 18

#]

Wnr\l MDA:HNO D\/\/IGH "

o X
CF;CO0H H’”Wn\ﬂ"\fﬂ%ﬁ o’\O HBTU, DIEA, HOB! .
o

95 % DMF
A 16 (B4%)
HsMN H 0
AcOOAS
8]
Acom/gmnwnf
acQoae AN © 3 o
AcO 2 DW\]IfHWH o H’u‘of\o
AcHN 0 \g/\,
AcOOAE n HMN
-/-‘/
AcO O'-N"g)"
AcHM 18

[0305] EI Compuesto 11 se prepard segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 3, El Compuesto 14 esta
disponible comercialmente. El compuesto 17 se prepard usando procedimientos similares informados por Rensen et
al., J. Med. Chem., 2004, 47, 5798-5808,

Ejemplo 39: Método general para la preparacion del compuesto oligomérico 83h que comprende un
conjugado GalNAc3-3 en el término 5’ (GalNAc3-1 modificado para la unién del extremo 5') a través del
soporte solido

[0306]
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u\/\/ 1. Hy, PAIC, MeOH (83%)
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[0307] El compuesto 18 se prepar6 segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 4. Los compuestos 83a y 83b
estan disponibles comercialmente. El compuesto oligomérico 83e que comprende una hexilamina unida a
fosfodiéster se prepard usando procedimientos de sintesis de oligonucleétidos estandar. El tratamiento del
compuesto oligomérico protegido con amoniaco acuoso proporciond el compuesto oligomérico conjugado 5'-
GalNACc3-3 (83h).

[0308] En donde GalNAc3-3 tiene la estructura:

HO OH

HO
O O OH

Q
o H
AcHN \/\/W;/N\/\/Q
0 N 1

H
Ho OH MNWQYﬁof%NMg—(CHZ)Wo—p@

HO ©
NHAc HN/\/\N -
H
(6]
Oﬁa o
HO,
HO
NHAc¢

[0309] La porcion del grupo GalNAc3 del grupo conjugado GalNAc3-3 (GalNAc3-3a) se puede combinar con
cualquier resto escindible para proporcionar una variedad de grupos conjugados. Donde GalNAc3-3a tiene la
férmula:

HO OH
O
HO O H
N
AcHN v\/ﬁ]’ H
N e 200 N-(CHy) !
TN o] NH “H2)e -0
HO OH \//]\L‘ H
o] o\/\/jg o o
HO
NHAc NN
I/‘il\j\ e
OH C
O
Ho, \ 2
HO
NHAc

Ejemplo 44: Efecto de los enlaces PO/PS en la inhibicion antisentido de los ASO que comprenden el
conjugado GalNAc3-1 (ver Ejemplo 9) en el extremo 3’ dirigido a SRB-1

[0310] Los ISIS 655861 y 655862 que comprenden un conjugado GalNAc3-1 en el extremo 3’, dirigidos a cada SRB-
1 dirigido, se ensayaron en un estudio de administracion Unica para determinar su capacidad para inhibir la SRB-1
en ratones. El compuesto no conjugado original, ISIS 353382 se incluy6 en el estudio para comparacion.

[0311] Los ASO son separadores espaciales 5-10-5 MOE, en donde la regidon de intervalo comprende diez 2'-
desoxirribonucledsidos y cada region de ala comprende cinco nucledsidos modificados en 2-MOE. Los ASO se
prepararon utilizando métodos similares a los ilustrados anteriormente en el Ejemplo 19 y se describen en la Tabla
23, a continuacion.
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Tabla 23
ASO modificados que comprenden el conjugado GalNAcs-1 en el extremo 3' que se dirigen a SRB-1
ISIS N° Secuencia (5'a 3') Quimica SEQID
NO
353382 Gos"Co Tes T CosAasOa: T o Cas A Tas GasAs PS completo sin 28
(padre) °C d$TdST€‘SmC csmc ubT&ST& conjugado
655861 Gx:;mcesTesTcsmCe;\;AdsGdsTdsmCdsAdsTdsGdsAds PS completo _Con 29
PCas T TesCosmCos T TeoAaw-GalNAcs-1, GalNAca-1 conjugado
655862 GesMCooTeoTeomCooAuslios Tas™CasAus TesGasAs PS/PO mezclado con 29
mCdsTdsT\:omCc<\mCQsTusTcoAdo"G3INAC3'1a GalNAcs-1 CO”JUgadO

[0312] Subindices: "e" indica nucledsido modificado en 2'-MOE; "d" indica 3-D-2'-desoxirribonucledsido; "s" indica

enlaces internucleosidicos de fosforotioato (PS); "o" indica enlaces internucleosidicos fosfodiéster (PO); y "o" indica -
OP(=0O)(OH)-. El superindice "m" indica 5-metilcitosinas. La estructura de "GalNAc3-1" se muestra en el Ejemplo 9,

Tratamiento

[0313] Se inyectaron por via subcutanea ratones Balb/c macho de seis semanas (Jackson Laboratory, Bar Harbor,
ME) una vez a la dosis mostrada a continuacion con ISIS 353382, 655861, 655862 o con control tratado con PBS.
Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Antes del tratamiento y después de la ultima dosis, se extrajo
sangre de cada raton y se analizaron muestras de plasma. Los ratones se sacrificaron 72 horas después de la
administracion final para determinar los niveles de ARNm de SRB-1 del higado utilizando PCR en tiempo real y
reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con los
protocolos estandar. Los niveles de ARNm de SRB-1 se determinaron en relacion con el ARN total (usando
Ribogreen), antes de la normalizacion al control tratado con PBS. Los resultados a continuacion se presentan como
el porcentaje promedio de los niveles de ARNm de SRB-1 para cada grupo de tratamiento, normalizado para el
control tratado con PBS y se denota como "% de PBS". Los EDsp se midieron utilizando métodos similares a los
descritos anteriormente y se describen a continuacion.

[0314] Como se ilustra en la Tabla 24, el tratamiento con oligonucledtidos antisentido disminuy6 los niveles de
ARNm de SRB-1 de una manera dependiente de la dosis en comparacion con el control tratado con PBS. De hecho,
los oligonucleétidos antisentido que comprenden el conjugado GalNAc3-1 en el extremo 3’ (ISIS 655861 y 655862)
mostraron una mejora sustancial en la potencia en comparacién con el oligonucleétido antisentido no conjugado
(ISIS 353382). Ademas, el ISIS 655862 con enlaces PS/PO mixtos mostré una mejora en la potencia en relacion con
el PS completo (ISIS 655861).

Tabla 24
Efecto de enlaces PO/PS en la inhibicion antisentido de ASO que comprenden GalNAc3-1
conjugado en el extremo 3’ dirigido a SRB-1
Dosificacion |SRB-1 niveles mMRNA| EDsg . SEQID
o
ISISN (mglkg) (% PBS) (mg/kg) Quimica NO
PBS 0 100 - -
353382 > 76.85
10 52,40 10,4 PS completo sin conjugado 28
(padre)
30 24,95
0,5 81,22
1,5 63,51 PS completo con GalNAcs3-1
655861 5 24.61 2,2 conjugado 29
15 14,80
0,5 69,57
1,5 45,78 PS/PO mezclado con
655862 5 19,70 1.3 GalNAcs-1 conjugado 29
15 12,90
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[0315] Los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST),
en suero, se midieron en relaciéon con ratones inyectados con solucién salina utilizando protocolos estandar.
También se evaluaron los pesos de los 6rganos. Los resultados demostraron que no se observd una elevacion en
los niveles de transaminasas (Tabla 25) o en los pesos de los 6rganos (datos no mostrados) en ratones tratados con
ASO en comparacion con el control de PBS. Ademas, la ASO con enlaces PS/PO mixtos (ISIS 655862) mostré
niveles de transaminasas similares en comparacion con el PS completo (ISIS 655861).

Tabla 25
Table 25
Efecto de enlaces PO/PS en niveles de transaminasa de ASO que comprenden GalNAcs-1
conjugado en el extremo 3’ dirigido a SRB-1
ISIS NO Dosificacion (mg/kg)  |ALT (U/L) |AST (U/L) |Quimica SEQ ID NO
PBS 0 28,5 65 --
3 50,25 89
353382 (padre) |10 27,5 79,3 PS completo sin conjugado |28
30 27,3 97
0,5 28 55,7
1,5 30 78
655861 5 29 635 PS completo con GalNAcs-1 |29
15 28,8 67,8
0,5 50 75,5
1,5 21,7 58,5 PS/PO mezclado con
655862 5 29,3 69 GalNAcs-1 29
15 22 61

Ejemplo 45: Preparacion de éster de PFP, compuesto 110a

[0316]
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OAc
AcO OAc

PAIC, Ha, AcHN \WN o
n H

108a; n=1 EtOAc MeOH %‘C
108b; n= 7
AcO NH

AcHN
53 O
OAc
HN
ACO% W o]
AcHN o
109a; n=1
108b; n=7 HO
OAc
AcO . OAc
AcHN
OAc _.OAc
o}
ACO%/O\N\/\NH
AcHN
PFPTFA, DMF,
pyr OA¢ _OAc
109a AcO
AcHN
110a
F F
F F

[0317] El compuesto 4 (9,5 g, 28,8 mmoles) se traté con el compuesto 103a o 103b (38 mmoles), individualmente, y
TMSOTTf (0,5 eq.) y tamices moleculares en diclorometano (200 ml), y se agité6 durante 16 horas a temperatura
ambiente. En ese momento, la capa organica se filtr6 a través de celite, luego se lavo con bicarbonato de sodio,
agua y salmuera. La capa organica se separoé luego y se secd sobre sulfato de sodio, se filtrd y se redujo a presion
reducida. El aceite resultante se purificé por cromatografia en gel de silice (2% -> 10% de metanol/diclorometano)
para dar los compuestos 104a y 104b con un rendimiento >80%. La LCMS y la RMN de protones fueron
consistentes con la estructura.

[0318] Los compuestos 104a y 104b se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos 100a-d
(Ejemplo 47), para dar los compuestos 105a y 105b con un rendimiento> 90%. La LCMS y la RMN de protones
fueron consistentes con la estructura.

[0319] Los compuestos 105a y 105b se trataron, individualmente, con el compuesto 90 en las mismas condiciones
que para los compuestos 901a-d, para dar los compuestos 106a (80%) y 106b (20%). La LCMS y la RMN de
protones fueron consistentes con la estructura.

[0320] Los compuestos 106a y 106b se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos 96a-d
(Ejemplo 47), para dar 107a (60%) y 107b (20%). La LCMS y la RMN de protones fueron consistentes con la
estructura.

[0321] Los compuestos 107a y 107b se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos 97a-d
(Ejemplo 47), para dar los compuestos 108a y 108b con un rendimiento del 40-60%. La LCMS y la RMN de protones
fueron consistentes con la estructura.

[0322] Los compuestos 108a (60%) y 108b (40%) se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos
100a-d (Ejemplo 47), para dar los compuestos 109a y 109b con >80% de rendimiento. La LCMS y la RMN de
protones fueron consistentes con la estructura. El Compuesto 109a se tratd en las mismas condiciones que para los
compuestos 101a-d (Ejemplo 47), para dar el Compuesto 110a con un rendimiento de 30-60%. La LCMS y la RMN
de protones fueron consistentes con la estructura. Alternativamente, el Compuesto 110b se puede preparar de una
manera similar a partir del Compuesto 109b.

Ejemplo 48: Preparacion del oligonucleétido 119 que comprende GalNAcs-7

[0324]
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[0325] El compuesto 112 se sintetizd siguiendo el procedimiento descrito en la literatura (J. Med. Chem. 2004, 47,
5798-5808).

[0326] El compuesto 112 (5 g, 8,6 mmol) se disolvié en 1:1 metanol/acetato de etil (22 ml/22 ml). Se afiadid
hidréxido de paladio sobre carbono (0,5 g). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente bajo hidrégeno
durante 12 h. La mezcla de reaccion se filtro a través de una almohadilla de celite y se lavo la almohadilla con 1:1 de
metanol/acetato de etil. El filtrado y los lavados se combinaron y se concentraron a sequedad para producir el
Compuesto 105a (cuantitativo). La estructura fue confirmada por LCMS.

[0327] EI compuesto 113 (1,25 g, 2,7 mmol), HBTU (3,2 g, 8,4 mmol) y DIEA (2,8 ml, 16,2 mmol) se disolvieron en
DMF anhidro (17 ml) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 5 min. A esto se afadio una
solucion de Compuesto 105a (3,77 g, 8,4 mmol) en DMF anhidro (20 ml). La reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 6 h. El disolvente se elimind a presién reducida para obtener un aceite. El residuo se disolvié en
CHxCI, (100 ml) y se lavé con una solucién acuosa saturada de NaHCO3 (100 ml) y salmuera (100 ml). La fase
organica se separo, se seco (Na2S04), se filir6 y se evaporé. El residuo se purifico6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice y se eluy6 con 10 a 20% de MeOH en diclorometano para producir el Compuesto 114 (1,45
g, 30%). La estructura se confirmé mediante andlisis por LCMS y '"H RMN.

[0328] El compuesto 114 (1,43 g, 0,8 mmol) se disolvié en 1:1 metanol/acetato de etil (4 ml/4 ml). Se afiadi6 paladio
sobre carbono (humedo, 0,14 g). La mezcla de reaccion se lavé con hidréogeno y se agitd a temperatura ambiente
bajo hidrogeno durante 12 h. La mezcla de reaccion se filtré a través de una capa de celite. La almohadilla de celite
se lavé con metanol/acetato de etil (1: 1). El filtrado y los lavados se combinaron y se evaporaron a presion reducida
para producir el Compuesto 115 (cuantitativo). La estructura se confirmé mediante analisis por LCMS y '"H RMN.

[0329] EI compuesto 83a (0,17 g, 0,75 mmol), HBTU (0,31 g, 0,83 mmol) y DIEA (0,26 ml, 1,5 mmol) se disolvieron
en DMF anhidro (5 ml) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 5 min. A esto se afiadié una
solucion de Compuesto 115 (1,22 g, 0,75 mmol) en DMF anhidro y la reaccidon se agité a temperatura ambiente
durante 6 h. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se disolviéo en CHCl,. La capa organica se lavo
en solucion acuosa saturada de NaHCOs y salmuera y se seco sobre Na;SO4 anhidro y se filtré. La capa organica se
concentré a sequedad y el residuo obtenido se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice y se eluyd
con 3 a 15% de MeOH en diclorometano para producir el Compuesto 116 (0,84 g, 61%). La estructura fue
confirmada por LC MS y analisis por '"H RMN.

AcO QAC
O H O

AcO O~ h N
4
ACHN
PAIC, Hy, AcO OAc 9

EtOAc, MeOH o
_ EtOAc MeOH | Ok \%,NH
AcHN m/\/

O
AcO O A _NH 117

1186 OH

AcO OAc

AcO Ot N
AcHN ! F "
PFPTFA, DMF, Pyr AcO OAc ' © @

&/O\/M\/NH \%ANH)k/\)\
AcHN \n/\/ F

AcONSTA O A NH e

[0330] El compuesto 116 (0,74 g, 0,4 mmol) se disolvié en 1:1 metanol/acetato de etil (5 ml/5 ml). Se afiadi6 paladio
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sobre carbono (humedo, 0,074 g). La mezcla de reaccion se lavd con hidrogeno y se agité a temperatura ambiente
bajo hidrogeno durante 12 h. La mezcla de reaccion se filtré a través de una capa de celite. La almohadilla de celite
se lavé con metanol/acetato de etil (1: 1). El filtrado y los lavados se combinaron y se evaporaron a presion reducida
para producir el compuesto 117 (0,73 g, 98%). La estructura se confirmé mediante analisis por LCMS y 'H RMN.

[0331] El compuesto 117 (0,63 g, 0,36 mmol) se disolvié en DMF anhidro (3 ml). A esta solucion se agregaron N,N-
diisopropiletilamina (70 ml, 0,4 mmol) y trifluoroacetato de pentafluorofenilo (72 ml, 0,42 mmol). La mezcla de
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 12 h y se vertié en una solucién acuosa saturada de NaHCOs. La
mezcla se extrajo con diclorometano, se lavé con salmuera y se secOd sobre Na;SOs anhidro. La solucién de
diclorometano se concentr6 a sequedad y se purificd con cromatografia en columna de gel de silice y se eluyd con 5
a 10% de MeOH en diclorometano para producir el compuesto 118 (0,51 g, 79%). La estructura se confirmé
mediante LCMS y 'Hy '"Hy '°F RMN.

B3e
E) 5 2
CoLigo }0-P-0-(CH,)s"NH;
OH
1. Tampén de borato, DMSC, pH 8,5, ta
118 -
2. Amoniaco, ta
HO I-'.TIH
AcHN 0
HO OH S o
-"*\_-f_ﬂw.r‘k ﬂ{a-t\
N CMHD
HO /\{-}f\ /J H/\‘("{KN 0
AcHMN o
HO OH
]
Hcmﬂ'ﬁﬁ:\ﬂ o 119
AcHM

[0332] EI Compuesto oligomérico 119, que comprende un grupo conjugado GalNAcs-7, se prepard usando los
procedimientos generales ilustrados en el Ejemplo 46. La porcion del grupo GalNAcs del grupo conjugado GalNAcs-7
(GalNAcs-7a) se puede combinar con cualquier escindible resto para proporcionar una variedad de grupos
conjugados. En ciertas realizaciones, el resto escindible es -P(=0)(OH)-A4-P(=O)(OH)-.

[0333] La estructura de GalNAcs3-7 (GalNAcs-7a-CM-) se muestra a continuacion:
HOOH
&VOWN*L
AcHN

HOOH ﬂ\/ﬁw 0 0
P A R e A A CT

AGHN o

HOOH IJ
O
HO%O/WH o]

AcHN

Ejemplo 51: Preparacion de oligonucleétido 155 que comprende GalNAc3-6
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[0334]

O
H ¢] \ O
@/O N NH, BF\)kOH @\/ H i
\g/ \/\j: OT N\/\/IN\)\OH
07 OH 2M NaOH ©

[0335] El compuesto 146 se sintetizd como se describe en la literatura (Analytical Biochemistry 1995, 229, 54-60).

o
|
HOWNAD% AcO OAc
N o
35b S 0
) ol GWNAO%
TMS-OTF, 4 A tamices moleculares, CHoCly, 13 AcHN .
112 -
2 y ©
AcO OAc NONAN o
Hy, PA(OH), /C 0 o > w
AcO MNH..
EtOAcMeOH AcHN 105a HBTU, DIEA, DMF, ta
AcO OAc
o o o Hs, PA(OH), /C, EtOACMeOH
A MNM YO =
H
AcHN 148 0
AcQ Ofc
]
o I NH,
AcO DW\NN 2
AcHN H

[0336] El compuesto 4 (15 g, 45,55 mmol) y el compuesto 35b (14,3 gramos, 57 mmol) se disolvieron en CH.Cl,
(200 ml). Se afadieron tamices moleculares activados (4 A, 2 g, en polvo) y la reaccién se dejé agitar durante 30
minutos en atmdsfera de nitrégeno. Se anadid TMS-OTf (4,1 ml, 22,77 mmol) y la reaccion se dejo agitar a
temperatura ambiente durante la noche. Una vez completada, la reaccion se detuvo vertiendo en una solucion de
NaHCO3; acuoso saturado (500 ml) y hielo triturado (~ 150 g). La capa organica se separd, se lavé con salmuera, se
seco sobre MgSO., se filtrd y se concentrd hasta un aceite naranja a presion reducida. El material bruto se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice y se eluyé con 2-10% de MeOH en CHCl, para producir el
Compuesto 112 (16,53 g, 63%). LCMS y "H RMN fueron consistentes con el compuesto esperado.

[0337] El compuesto 112 (4,27 g, 7,35 mmol) se disolvié en MeOH/EtOAc 1:1 (40 ml). La mezcla de reaccion se
purgd burbujeando una corriente de argon a través de la solucion durante 15 minutos. Se afiadié catalizador de
Pearlman (hidréxido de paladio sobre carbono, 400 mg) y se burbuje6 gas hidrégeno a través de la solucion durante
30 minutos. Al finalizar (TLC MeOH al 10% en CH.Cl» y LCMS), el catalizador se elimind por filtracion a través de
una capa de celite. El filtrado se concentrd por evaporacion rotatoria y se secé brevemente a alto vacio para producir
el Compuesto 105a (3,28 g). LCMS y 'H RMN fueron consistentes con el producto deseado.

[0338] EI compuesto 147 (2,31 g, 11 mmol) se disolvié en DMF anhidra (100 ml). Se afiadié N,N-diisopropiletilamina
(DIEA, 3,9 ml, 22 mmol), seguido de HBTU (4 g, 10,5 mmol). La mezcla de reaccién se dejo agitar durante
aproximadamente 15 minutos bajo nitrégeno. A esto, se afiadié una solucion del compuesto 105a (3,3 g, 7,4 mmol)
en DMF seco y se agitd durante 2 h en atmoésfera de nitrogeno. La reaccion se diluyd con EtOAc y se lavd con
NaHCO3 acuoso saturado y salmuera. La fase organica se separo, se secd (MgSO,), se filtrd y se concentr6 hasta
obtener un jarabe de naranja. El material bruto se purificé por cromatografia en columna con MeOH al 2-5% en
CHCl, para producir el Compuesto 148 (3,44 g, 73%). LCMS y '"H RMN fueron consistentes con el producto

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730015 T3

esperado.

[0339] El Compuesto 148 (3,3 g, 5,2 mmol) se disolvié en MeOH/EtOAc 1:1 (75 ml). La mezcla de reaccion se purgd
burbujeando una corriente de argén a través de la solucién durante 15 minutos. Se afiadi6 catalizador de Pearlman
(hidréxido de paladio sobre carbono) (350 mg). Se burbujed gas hidrogeno a través de la solucion durante 30
minutos. Una vez completado (TLC MeOH al 10% en DCM y LCMS), el catalizador se eliminé por filtracion a través
de una capa de celite. El filtrado se concentrd por evaporacion rotatoria y se secod brevemente a alto vacio para
producir el Compuesto 149 (2,6 g). LCMS fue consistente con el producto deseado. El residuo se disolvi6 en DMF
seco (10 ml) se us6 inmediatamente en la siguiente etapa.

AcHN O
149
146 - AcO OAc O NH
HBTU, DIEA, DMF
‘ ’ C, O\/\M/\N/u\/
AcO 5 H
NHAc
150
AcO OAc

O o O H
AcO \W\ N
AcO OAc N/k/ 0
PA{OH),/C, Hy AcHN 3 H

-

O H
> o)
o) N
MeOH, EtOAc AcO \/\M/\N)K/ \{O\/\N

AcHN 3 H o

NH,

AcO OAc o)

AC@%&O\/\%\MJ\/

NHAc

NH

151

[0340] EI compuesto 146 (0,68 g, 1,73 mmol) se disolvio en DMF seco (20 ml). A esto se agregaron DIEA (450 ml,
2,6 mmol, 1,5 eq.) y HBTU (1,96 g, 0,5,2 mmol). La mezcla de reaccion se dejo agitar durante 15 minutos a
temperatura ambiente bajo nitrégeno. Se afiadié una solucion del compuesto 149 (2,6 g) en DMF anhidra (10 ml). El
pH de la reaccion se ajusté a pH = 9-10 mediante la adicion de DIEA (si es necesario). La reaccion se dejo6 agitar a
temperatura ambiente bajo nitrdgeno durante 2 h. Una vez completada, la reaccion se diluyé con EtOAc (100 ml) y
se lavé con NaHCO3; acuoso saturado acuoso, seguido de salmuera. La fase organica se separo, se secd sobre
MgSO;, se filtré y se concentro. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice y se eluyd
con 2-10% de MeOH en CH.Cl, para producir el Compuesto 150 (0,62 g, 20%). LCMS y 'H RMN fueron
consistentes con el producto deseado.

[0341] El compuesto 150 (0,62 g) se disolvio en MeOH/EtOAc 1:1 (5 I). La mezcla de reaccién se purgd burbujeando
una corriente de argon a través de la solucion durante 15 minutos. Se afadié catalizador de Pearlman (hidréxido de
paladio sobre carbono) (60 mg). Se burbuje6 gas hidrégeno a través de la solucién durante 30 minutos. Al finalizar
(TLC MeOH al 10% en DCM y LCMS), el catalizador se elimin6 por filtracién (filtro de teflén con punta de jeringa,
0,45 mm). El filtrado se concentré por evaporacion rotatoria y se secd brevemente a alto vacio para producir el
Compuesto 151 (0,57 g). La LCMS fue consistente con el producto deseado. El producto se disolvio en 4 ml de DMF
seco y se uso inmediatamente en la siguiente etapa.
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[0342] El compuesto 83a (0,11 g, 0,33 mmol) se disolvi6 en DMF anhidro (5 ml) y se afiadieron N,N-
diisopropiletilamina (75 ul, 1 mmol) y se afiadié PFP-TFA (90 ul, 0,76 mmol). La mezcla de reaccion se volvid
magenta al contacto y gradualmente se volvié naranja durante los siguientes 30 minutos. El progreso de la reaccion
se controlé mediante TLC y LCMS. Una vez completada (formacién del éster de PFP), se afiadié una solucion del
compuesto 151 (0,57 g, 0,33 mmol) en DMF. El pH de la reaccion se ajusté a pH = 9-10 mediante la adicién de N,N-
diisopropiletilamina (si es necesario). La mezcla de reaccion se agitd bajo nitrégeno durante ~ 30 min. Al finalizar, la
mayor parte del disolvente se elimind a presion reducida. El residuo se diluydé con CH2Cl; y se lavé con NaHCO3
saturado acuoso, seguido de salmuera. La fase organica se separo, se seco sobre MgSQu, se filtré y se concentrd
hasta obtener un jarabe de naranja. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (2-
10% de MeOH en CH,Cl,) para producir el Compuesto 152 (0,35 g, 55%). LCMS y "H RMN fueron consistentes con
el producto deseado.

[0343] El compuesto 152 (0,35 g, 0,182 mmol) se disolvié en MeOH/EtOAc 1:1 (10 ml). La mezcla de reaccion se
purgd burbujeando una corriente de argén a través de la solucion durante 15 minutos. Se afiadié catalizador de
Pearlman (hidréxido de paladio sobre carbono) (35 mg). Se burbujed gas hidrogeno a través de la solucion durante
30 minutos. Al finalizar (TLC MeOH al 10% en DCM y LCMS), el catalizador se eliminé por filtracion (filtro de teflén
con punta de jeringa, 0,45 mm). El filirado se concentrd por evaporacion rotatoria y se sec6 brevemente a alto vacio
para producir el Compuesto 153 (0,33 g, cuantitativo). La LCMS fue consistente con el producto deseado.

[0344] El compuesto 153 (0,33 g, 0,18 mmol) se disolvio en DMF anhidro (5 ml) con agitacion bajo nitrdgeno. A esto
se agregaron N,N-diisopropiletilamina (65 pl, 0,37 mmol) y PFP-TFA (35 pl, 0,28 mmol). La mezcla de reaccion se
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agitd bajo nitrogeno durante ~ 30 min. La mezcla de reaccion se volvid magenta al contacto y gradualmente se volvié
naranja. El pH de la mezcla de reaccién se mantuvo a pH = 9-10 al agregar mas N,-Diisopropiletilamina. El progreso
de la reaccion se control6 por TLC y LCMS. Al finalizar, la mayor parte del disolvente se elimind a presion reducida.
El residuo se diluyé con CHxCl, (50 ml) y se lavé con NaHCO3; acuoso saturado, seguido de salmuera. La capa
organica se seco sobre MgSOQy, se filtré y se concentré hasta obtener un jarabe de naranja. El residuo se purificé por
cromatografia en columna y se eluy6 con 2-10% de MeOH en CHClI, para producir el Compuesto 154 (0,29 g, 79%).
LCMS y 'H RMN fueron consistentes con el producto deseado.

Ble
1 9 HOOH 0
[ 0 FO-P=-0-{CHs)g NH Q
E‘U_..T.._\ 0 N
OH HO " H,j
HM
.54 1. Tampén de borato, DMSO.  HQOH o \F:J-C'H "
pHB.5, 1a kr\\lo“‘f.ﬁ"t% ﬁN'L‘f-fNM“'.‘-T:“c}—-:-N:- .:-:u-::f
2. aq. ameniaco, ta AcHN '3"’2 ‘o o
H
HOOH LN Q
O
=2 o Hrwo -
AcHN

[0345] EI Compuesto Oligomérico 155, que comprende un grupo conjugado GalNAcsz-6, se preparé usando los
procedimientos generales ilustrados en el Ejemplo 46. La porcion del grupo GalNAcs del grupo conjugado GalNAc3-6
(GalNAcs-6a) se puede combinar con cualquier cleable resto para proporcionar una variedad de grupos conjugados.
En ciertas realizaciones, el resto escindible es -P(=0)(OH)-A4-P(=0)(OH)-.

[0346] La estructura de GalNAc3-6 (GalNAcs-65,-CM-) se muestra a continuacion:

HOOH
a !
HQ%O’\HAN%
HN

St
HOOH AcHN o 0
o AN R T
Ho%/oz\%\ﬁ E/\N 71/\/\r W o-{cw -4
AcHN
H
i

Ejemplo 56: Estudio dependiente de la dosis de oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado 3’ o
5' (comparacion de GalNAcs-1, 2, 3, 5, 6, 7 y 10) dirigidos a SRB-1 in vivo

[0347] Los oligonucledtidos enumerados a continuacion se ensayaron en un estudio dependiente de la dosis para la
inhibicién antisentido de SRB-1 en ratones. ISIS 353382 no conjugado se incluyd como estandar. Cada uno de los
diversos grupos conjugados de GalNAcs se uni6 al extremo 5’ del oligonucleétido respectivo mediante un nucledsido
de 2'-desoxiadenosina unido a fosfodiéster (resto escindible) excepto ISIS 655861 que tenia el grupo conjugado de
GalNAcs unido en el extremo 3.
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Tabla 29
ASO modificado dirigido a SRB-1
ASO Secuencia (5'a 3) Motivo | Conjugado SEQ
ID NO
ISIS 353382 Ges"CosTos T o™ CosAaslas Ta"CaA s T aslGasAoas 5/10/5 | GalNAcs-1 28
(padre) "CTasTe"Ce™CoTesTe
ISIS 655861 GoCaiTaToPCaeA s G TaCasAde TasGasA s 5/10/5 | GalNAcs-1 29
"CouTeTe"CaCoTeTeAao-GalNACs-1,
ISIS 664507 GaINAC2a-0AdoGos™Cos Te T C ocAgsGae T 5/10/5 | GalNAc3-1 30
"CasAtsTaGaAs"CasTaTa"Ca™CuTuTe
ISIS 661161 GalNAc-3a0Ada 5/10/5 | GalNAc3-1 30

Gt:SmCi‘STSSTCSmCtSAEL\‘GdSTdSmCdSAdSTdSGdSAKE
m(:dsTdsTcsmc&)mCasTcsTc

ISIS 666224 GalNAC3S 0 AdoGoa"ClosTee TP C 0sAdeGas Tas 5/10/5 | GalNAcs-1 30
"CaAaT6G6Ae"CoTaTo"Co™CaTT:

ISIS 666961 GalNAC30.0 AdoGosCos Tes Toe"CosAasGae T 5/10/5 | GalNAcs-1 30
mCdsAdsTdsGdsAdtsmCdsTdsTcsmC%mccsTesT:

ISIS 666981 GalNAC37 a6 AdoG o "Clos T T ™Coe AdsGas T i 5/10/5 | GalNAcs-1 30

mCdSAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmC :rsmcesTssTc

ISIS 666881 GalNAC 100 AdsGe™Co Teo T "CosAacGas T ue 5/10/5 | GalNAcs-1 30
mCd.sAdsT&sGdsAdsmCdsTdsTcsmCcsmccsTcsTc

[0348] Las letras mayusculas indican la nucleobase para cada nucledsido y ™C indica una 5-metil citosina.
Subindices: "e" indica un nucleésido modificado en 2'-MOE; "d" indica un B-D-2'-desoxirribonucledsido; "s" indica un

enlace internucleosidico de fosforotioato (PS); "o" indica un enlace internucleosidico fosfodiéster (PO); y "o" indica -
O- P(=0O)(OH)-. Los grupos conjugados estan en negrita.

[0349] La estructura de GalNAcs-15 se mostro previamente en el Ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-2, se mostrd
previamente en el Ejemplo 37. La estructura de GalNAcs-3, se mostro previamente en el Ejemplo 39. La estructura
de GalNAcs-5a se mostré previamente en el Ejemplo 49. La estructura de GalNAc3s-6, se mostroé previamente en el
Ejemplo 51. La estructura de GalNAcs-7a se mostré previamente en el Ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10, se
mostré previamente en el Ejemplo 46.

Tratamiento

[0350] Se inyectaron por via subcutanea ratones Balb/c macho de seis semanas (Jackson Laboratory, Bar Harbor,
ME) una vez a la dosis mostrada a continuacion con ISIS 353382, 655861, 664507, 661161, 666224, 666961,
666981, 666881 o salina. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 72 horas
después de la administracion final para determinar los niveles de ARNm SRB-1 del higado utilizando PCR en tiempo
real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con los
protocolos estandar. Los resultados a continuacion se presentan como el porcentaje promedio de los niveles de
ARNmM de SRB-1 para cada grupo de tratamiento, normalizado para el control de solucion salina.

[0351] Como se ilustra en la Tabla 30, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido disminuyé los niveles de
ARNm de SRB-1 de una manera dependiente de la dosis. De hecho, los oligonucleétidos antisentido conjugados
mostraron una mejora sustancial en la potencia en comparacién con el oligonucledtido antisentido no conjugado
(ISIS 353382). Los oligonucledtidos antisentido conjugados en 5 mostraron un ligero aumento en la potencia en
comparacion con el oligonucleétido antisentido conjugado en 3'.
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Tabla 30

ISIS N°Dosificacion (mg/kg)|SRB-1 mRNA (% Salina)/Conjugado
Salina |n/a 100,0

3 96,0
353382|10 73,1 ninguno

30 36,1

0,5 99,4

1,5 81,2 ~ ,
655861 5 33.9 GalNacs-1 (3)

15 15,2

0,5 102,0

1,5 73,2 ~ ,
6645075 313 GalNacs-2 (5')

15 10,8

0,5 90,7

1,5 67,6 ~ ,
661161 5 243 GalNacs-3 (5')

15 11,5

0,5 96,1

1,5 61,6 ~ ,
6662245 256 GalNacs-5 (5')

15 11,7

0,5 85,5

1,5 56,3 ~ ,
666961 5 34.2 GalNacs-6 (5')

15 13,1

0,5 84,7

1,5 59,9 ~ ,
666981 5 24.9 GalNacs-7 (5')

15 8,5

0,5 100,0

1,5 65,8 ~ ,
666881 5 26.0 GalNacs-10 (5’)

15 13,0

[0352] Los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST),
en suero, se midieron en relacion con los ratones inyectados con solucién salina utilizando protocolos estandar.
También se evaluaron la bilirrubina total y el BUN. El cambio en los pesos corporales se evalué sin un cambio
significativo en el grupo de solucion salina. Los valores de ALT, AST, bilirrubina total y BUN se muestran en la Tabla
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31 a continuacion.

Tabla 31
ISIS N°Dosificacion mg/kg|ALT|AST|Bilirubina Total BUN|Conjugado|
Salina 26 |57 |0,2 27
3 25 192 0,2 27
353382/10 23 |40 |0,2 25 |ninguno
30 29 |54 0,1 28
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Ejemplo 60: Efectos de ASO conjugados dirigidos a SRB-1 in vitro

ISIS N°Dosificacion mg/kg|ALT|AST|Bilirubina Total BUN|Conjugado

0,5 25 [71 |0,2 34

1,5 28 |60 |0,2 26 | . ,
655861 5 26 163 [0.2 8 GalNacs-1 (3)

15 25 161 |0,2 28

0,5 25 162 |0,2 25

1,5 24 149 0,2 26 | . ,
6645075 21 150 0.2 6 GalNacs-2 (5)

15 59 (84 |0,1 22

0,5 20 |42 0,2 29

159 37 [74 0,2 25 | . ,
661161 5 28 |61 0.2 9 GalNacs-3 (5)

15 21 |41 10,2 25

0,5 34 (48 0,2 21

1,5 23 |46 |0,2 26 | . ,
6662245 24 a7 0.2 >3 GalNacs-5 (5)

15 32 |49 0,1 26

0,5 17 163 [0,2 26

1,5 23 168 |0,2 26 | . ,
6669615 25 166 0.2 6 GalNacs-6 (5)

15 29 (107 /0,2 28

0,5 24 48 0,2 26

1,5 30 |55 0,2 24 | ,
6669815 46 172 (0.1 >4 GalNacs-7 (5)

15 29 |58 |0,1 26

0,5 20 |65 |0,2 27

1,5 23 |59 |0,2 24 | . ,
6668815 45 170 0.2 6 GalNac3-10 (5')

15 21 |57 10,2 24

[0353] Los oligonucledtidos enumerados a continuacion se ensayaron en un estudio de dosis multiple para la
inhibiciéon antisentido de SRB-1 en hepatocitos primarios de raton. I1SIS 353382 fue incluido como un estandar no
conjugado. Cada uno de los grupos conjugados se uni6 al extremo 3’ o 5' del oligonucledétido respectivo mediante un
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resto escindible con nucleésido 2'-desoxiadenosilado unido por fosfodiéster.
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Tabla 39
ASO modificado dirigido a SRB-1
ASO Secuencia (5'a 3') Motivo | Conjugado | SEQID
NO

ISIS Geo"CoTaTa"CaAaGuTa"CaAaTaGuAd 5/10/5 |  ninguno 28
353382 CaToTo"CoCoT.T.
ISIS G CaToTo"CoAaGaTo " CaAaToGaAs 5/10/5 | GalNAcs-1 29
655861 CaTaTo"Co"CuTouToAs~GalNACH1,
ISIS GO T T CALGLTLCuALTLGuA, | 5/10/5 | GalNAcs-1 29
655862 CaTaTCLC T ToA~GalNACK1,
ISIS GaINACF3. o ALG"Cu T TL"CLALG, 5/10/5 GalNAc;3-3 30
661161 Te"CoAeToGoAe"CoTaTa"Coa™CoaT T
ISIS GaINACH8, ALG."CoT T CLALG 5/10/5 | GalNAcs-8 30
665001 le"CoAaToGeAs"ColoTo"Co"CoT.]
ISIS G Ca T T " CoAGaTo"CoAuToGuA 5/10/5 | GalNAcs-9 29
664078 CoaToT " Co"CoT T AL~GalNACHI,
ISIS GAINACYO,v Al "Cou T T CLALG 5/10/5 | GalNAcs-6 30
666961 la"CaAaTaGaAe"CaTaTa" Ca"CuT ]
ISIS GaINACH2, o ALGLCLT T CLALGLT, | 9105 | GalNAcs-2 30
664507 CoAaToGuALCoaToTC"CL T
e 1 GaINACr10,-vALG"CoTo T CoAuGaTs | 5105 | GalNAcs-10 | 30

CoAaToGeAs" CaToT"CC. T
ISIS GalNACHS, v ALG . "CouTo T "CuAuGaT, 5/10/5 | GalNAcs-5 30
666224 CoraTaGeAL " CaTaT"Co"CuT.T,
. GaINACHT e Ao "CuT T CuALGuT, | 9105 | GalNAcs7 30

CoraTaGeAL CaToTCLCLTLT,

[0354] Las letras mayusculas indican la nucleobase para cada nucledsido y MC indica una 5-metil citosina.

Subindices: "e" indica un nucleésido modificado en 2'-MOE; "d" indica un B-D-2'-desoxirribonucledsido; "s" indica un

enlace internucleosidico de fosforotioato (PS); "o" indica un enlace internucleosidico fosfodiéster (PO); y "o" indica -
O-P(=0)(OH)-. Los grupos conjugados estan en negrita.

[0355] La estructura de GalNacs-1, se mostré previamente en el Ejemplo 9, La estructura de GalNacs-3, se mostrd
previamente en el Ejemplo 39. La estructura de GalNacs-8, se mostrd previamente en el Ejemplo 47. La estructura
de GalNacs-9, se mostré previamente en el Ejemplo 52. La estructura de GalNacs-6, se mostré previamente en el
Ejemplo 51. La estructura de GalNacs-2, se mostré previamente en el Ejemplo 37. La estructura de GalNacz-10, se
mostré previamente en el Ejemplo 46. La estructura de GalNacs-5, se mostré anteriormente en el Ejemplo 49. La
estructura de GalNacs-7, se mostro anteriormente en el Ejemplo 48.

Tratamiento

[0356] Los oligonucledtidos enumerados anteriormente se ensayaron in vitro en células de hepatocitos primarios de
ratén plaqueadas a una densidad de 25.000 células por pocillo y se trataron con 0,03, 0,08, 0,24, 0,74, 2,22, 6,67 o
20 nM de oligonucleodtido modificado. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, el ARN
se aislo de las células y los niveles de ARNm se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real y los niveles de
ARNm de SRB-1 se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total, seguin lo medido por RIBOGREEN®.

[0357] La Clsp se calcul6 utilizando métodos estandar y los resultados se presentan en la Tabla 40. Los resultados
muestran que, en condiciones de libre absorcién en las que no se utilizan reactivos o técnicas de electroporacion
para promover artificialmente la entrada de los oligonucleétidos en las células, los oligonucleodtidos comprenden un
conjugado de GalNAc fue significativamente mas potente en los hepatocitos que el oligonucledtido parental (ISIS
353382) que no comprende un conjugado de GalNAc.
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Tabla 40
ASO Clso (nM)Enlaces internucleosidicos|Conjugado [SEQ ID NO
ISIS 353382(1902 PS ninguno 28
ISIS 655861|112 PS GalNAcs-1 |29
ISIS 655862|3 PO/PS GalNAcs-1 |29
ISIS 661161|152 PS GalNAcs-3 |30
ISIS 665001|20 PS GalNAcs-8 |30
ISIS 664078|55 PS GalNAcs-9 |29
ISIS 666961(222 PS GalNAcs-6 |30
ISIS 664507|30 PS GalNAcs-2 |30
ISIS 666881|30 PS GalNAcs-10,30
ISIS 666224(302 PS GalNAcs-5 |30
ISIS 66698140 PS GalNAcs-7 |30

2Promedio de ejecuciones multiples.

Ejemplo 79: Duraciéon de la accién in vivo de oligonucleétidos dirigidos a APOC-Ill que comprende un
conjugado de GalNAcs;

[0358] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 57 a continuacion se analizaron en

para determinar la duracién de la accién en ratones.

un estudio de dosis Unica

Tabla 57
ASO modificado dirigido a APOCHIII
ISIS NO Secuencias (5'a 3') Grupo de GalNAcs | CM | SEQID NO
304801 AsGa"CoToTa"CaTaTaGaTa"Ca"CaAsGe n/a n/a 20
ToAuT
647535 MG CoTaTo" CaTaTaGaTa"Ca"CaAaG GalNAs-1a Aq 21
| PV | ..-\.|.'(Q'.I|\ \(t-l.
663083 GaINACr3ivALA G "CoToTo"CaTaTaGe GalNAs-3a Aq 36
CaAaGa"CoaTuTaTaAT
674449 GaINACFT v ALA G "CoaToTo"CaTaTaGuTs GalNAs-7a Ad 36
CoAaGa"CoaTuTaTeAT
674450 GaINACH 10,0 A s G "CouTo T " CaTaTaGaTo"C, GalNA3-10a Ad 36
CoAraGa"CoToTuToALT
674451 GaINACH13,0 A A G "CouTaT " CaTaTaGaTa™C GalNA3-13a Ad 36
CaAaGa"CaTuTu TALT,

La estructura de GalNAcs-1a se mostré previamente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3a se mostré en el Ejemplo 39.
GalNAcs-7a se mostro en el Ejemplo 48, GalNAcs-10a se mostro en el Ejemplo 46, y GalNAcs-13a se mostro en el

Ejemplo 62.

Tratamiento

[0359] Los ratones transgénicos de seis a ocho semanas de edad que expresan APOC-IIl humano se inyectaron
cada uno por via subcutanea una vez con un oligonucledtido listado en la Tabla 57 o con PBS. Cada grupo de
tratamiento consistid en 3 animales. Se extrajo sangre antes de la dosis para determinar la linea base y a las 72
horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas y 6 semanas después de la dosis. Los niveles de
triglicéridos en plasma y proteinas APOC-IIl se midieron como se describe en el Ejemplo 20. Los resultados a
continuacion se presentan como el porcentaje promedio de triglicéridos en plasma y niveles de APOC-IIl para cada
grupo de tratamiento, normalizados a los niveles iniciales, lo que muestra que los oligonucleétidos que comprenden
un grupo de conjugado GalNAc exhibieron una duracion de acciéon mas prolongada que el oligonucledétido original sin
un grupo conjugado (ISIS 304801) incluso aunque la dosis del progenitor fue tres veces la dosis de los

oligonucledtidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc.
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Tabla 58

Triglicérido de plasma y niveles de proteina de APOC-IIl en ratones transgénicos

ISIS

Dosificacion

Punto temporal

Triglicéridos (%

Proteina APOC-III

Grupo

NO (mg/kg) (dias post-dosis) [linea de base) (%linea de base) GalNAcs cM
3 97 102
7 101 98
14 108 98
PBS |n/a 21 107 107 n/a n/a
28 94 91
35 88 90
42 91 105
3 40 34
7 41 37
14 50 57
30480130 21 50 50 n/a n/a
28 57 73
35 68 70
42 75 93
3 36 37
7 39 47
14 40 45
647535(10 21 41 41 GalNAcs-1a|Aq
28 42 62
35 69 69
42 85 102
3 24 18
7 28 23
14 25 27
663083(10 21 28 28 GalNAcs3-3a|Aq
28 37 44
35 55 57
42 60 78
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Triglicérido de plasma y niveles de proteina de APOC-IIl en ratones transgénicos
ISIS  |Dosificacion Punto temporql Triglicéridos (% linea|Proteina APOC-III Grupo CcM
NO (mg/kg) (dias post-dosis) |de base) (%linea de base) GalNAcs
3 29 26
7 32 31
14 38 41
674449|10 21 44 44 GalNAcs-7a |Aq
28 53 63
35 69 77
42 78 99
3 33 30
7 35 34
14 31 34
67445010 21 44 44 ?;;NACT Aq
28 56 61
35 68 70
42 83 95
3 35 33
7 24 32
14 40 34
67445110 21 48 48 ?;‘;NACT Aq
28 54 67
35 65 75
42 74 97

Ejemplo 80: Inhibicién antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a alfa-1 antitripsina (A1AT) que

comprende un conjugado GalNAcs

[0360] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 59 a continuacion se ensayaron en un estudio para determinar

la inhibiciéon dependiente de la dosis de A1AT en ratones.

Tabla 59

ASO modificados dirigidos a A1AT

ISIS N° | Secuencias (5'a 3') Grupo de | CM | SEQ
GalNAc; ID NO
476366 | A "Co"Co"CoAAaToToa " CoALGoALALGLGaALA, | Na nfa | 37
GOLA
656326 Aw"Co"Co"CoAAsTaTa"CaAdGaAsALGaGaAA GalNAcs-1a | Ag 38
GuOuAAL~GalNACH1,
678381 | GaINACHIwASALCL CLCLAALTLTLC G GalNAcs-3a | Aqg 39
AsGaGaAsAs GoGLA
678382 | GaINACHT v ALALCLCCANLTLTLCuALGuA, | GalNAcs-7a | Ag 39
AsGaGaAALGLGLA
678383 | GaINACH10,- ApACLCC A NATLTUCUAL GalNAcs- Ag 39
AeAsGaGaAAL GGLA 10a
678384 | GaINACH13,- Al A CLUCCAALTLTLTCUA, GalNAcs- Aqg 39
AeALGaGaA AL GulGiaA 13a

La estructura de GalNAcsz-1, se mostro previamente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3; se mostré en el Ejemplo 39,
GalNAcs3-7, se mostré en el Ejemplo 48, GalNAc3-10, se mostré en el Ejemplo 46, y GalNAcs-13a se mostro en el

Ejemplo 62.
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Tratamiento

[0361] Se inyectaron subcutaneamente ratones machos C57BL/6 de seis semanas de edad (Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME) una vez por semana a la dosis que se muestra a continuacion, para un total de tres dosis, con un
oligonucledtido listado en la Tabla 59 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se
sacrificaron 72 horas después de la administracion final. Los niveles de ARNm hepatico de A1AT se determinaron
utilizando PCR en tiempo real y el reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene,
OR) de acuerdo con los protocolos estandar. Los niveles de proteina plasmatica A1AT se determinaron utilizando el
ELISA Alfa-1-Antitripsina de raton (catalogo # 41-A1AMS-EOQ1, Alpco, Salem, NH). Los resultados a continuacion se
presentan como el porcentaje promedio de ARNm de higado A1AT y niveles de proteinas plasmaticas para cada
grupo de tratamiento, normalizado para el control de PBS.

[0362] Como se ilustra en la Tabla 60, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de proteinas
plasmaticas del ARNm del higado A1AT y de la proteina plasmatica A1AT de una manera dependiente de la dosis.
Los oligonucledtidos que comprenden un conjugado de GalNAc fueron significativamente mas potentes que el
progenitor (ISIS 476366).

Tabla 60
A1AT higado mRNA y niveles de proteina de plasma
ISIS Dosificacion A1AT higado mRNA (% |Proteina de plasma A1AT (% |Grupo cM
NO (mg/kg) PBS) PBS) GalNAc3
PBS |n/a 100 100 n/a n/a
5 86 78
476366 (15 73 61 n/a n/a
45 30 38
0.6 99 90
656326 |2 o1 70 GalNAcs-1a  |Aq
6 15 30
18 6 10
0.6 105 90
678381 2 >3 60 GalNAcx-3a  |Aq
6 16 20
18 7 13
0.6 90 79
678362 |2 49 57 GalNAc:-7a  [Aq
6 21 27
18 8 11
0.6 94 84
678383 |2 a4 53 GalNAc:-10a [Aq
6 13 24
18 6 10
0.6 106 91
678384 |2 65 59 GalNAcx-13a |Aq
6 26 31
18 11 15

[0363] Los niveles de transaminasas hepaticas y BUN en plasma se midieron en el momento del sacrificio utilizando
protocolos estandar. También se midieron los pesos corporales y los pesos de los 6rganos. Los resultados se
muestran en la Tabla 61 a continuacion. El peso corporal se muestra como % relativo a la linea de base. Los pesos
de los 6rganos se muestran como % del peso corporal en relaciéon con el grupo de control de PBS.
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Tabla 61
. Peso de Peso de Peso de
0,
le(I)S I(Dnc:s/'i ) '(ALIJ‘/[) '(AUS/-II_—) (Brrl1J’\/jdL) I'?ﬁ:’; ggrsggil)( o higado (Rel % |[rifidn (Rel % [bazo (Rel %
9/kg 9 BW) BW) BW)
PBS |n/a 25 51 37 119 100 100 100
5 34 68 35 116 91 98 106
476366(15 37 74 30 122 92 101 128
45 30 47 31 118 99 108 123
0,6 29 57 40 123 100 103 119
2 36 75 39 114 98 111 106
656326 6 32 67 39 125 99 97 122
18 46 77 36 116 102 109 101
0,6 26 57 32 117 93 109 110
678381 2 26 52 33 121 96 106 125
6 40 78 32 124 92 106 126
18 31 54 28 118 94 103 120
0,6 26 42 35 114 100 103 103
678382 2 25 50 31 117 91 104 117
6 30 79 29 117 89 102 107
18 65 112 |31 120 89 104 113
0,6 30 67 38 121 91 100 123
2 33 53 33 118 98 102 121
678383 6 32 63 32 117 97 105 105
18 36 68 31 118 99 103 108
0,6 36 63 31 118 98 103 98
678384 2 32 61 32 119 93 102 114
6 34 69 34 122 100 100 96
18 28 54 30 117 98 101 104

Ejemplo 81: Duracién de la accién in vivo de oligonucleétidos dirigidos a A1AT que comprende un grupo de
GalNAc3

[0364] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 59 se ensayaron en un estudio de dosis Unica para determinar
la duracion de la accion en ratones.

Tratamiento

[0365] Se inyectaron ratones C57BL/6 machos de seis semanas de edad cada uno por via subcutanea una vez con
un oligonucledtido listado en la Tabla 59 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. La sangre
se extrajo el dia antes de la dosis para determinar la linea base y a los 5, 12, 19 y 25 dias después de la dosis. Los
niveles de proteina A1AT en plasma se midieron mediante ELISA (ver Ejemplo 80). Los resultados a continuacién se
presentan como el porcentaje promedio de los niveles de proteina A1AT en plasma para cada grupo de tratamiento,
normalizados a los niveles de referencia. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que comprenden un
conjugado de GalNAc fueron mas potentes y tuvieron una duracion de accion mas prolongada que el parental que
carece de un conjugado de GalNAc (ISIS 476366). Ademas, los oligonucleétidos que comprenden un conjugado 5'-
GalNAc (ISIS 678381, 678382, 678383 y 678384) fueron en general incluso mas potentes con una duracién de
accion aun mayor que el oligonucleétido que comprende un conjugado 3'-GalNAc (ISIS 656326).
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Tabla 62

Niveles de proteina A1AT de plasma en ratones

ISIS NO|Dosificacion (mg/kg)|Punto de tiempo (dias post-dosis) A1AT (% linea de base)|Grupo GalNAcsCM
5 93
12 93

PBS n/a 19 90 n/a n/a
25 97
5 38
12 46

476366 (100 19 52 n/a n/a
25 77
5 33
12 36 -

656326 (18 19 51 GaINAcs-1a  |Aq
25 72
5 21
12 21 -

678381 (18 19 35 GaINAcs-3a  |Ag
25 48
5 21
12 21 -

678382 (18 19 39 GaINAcs-7a  |Aq
25 60
5 24
12 21 -

678383 (18 19 15 GalNAcs-10a  |Aq
25 73
5 29
12 34 -

678384 (18 19 57 GalNAcs-13a  |Aq
25 76

Ejemplo 82: Inhibicion antisentido in vitro por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprende un
conjugado de GalNAc;

[0366] Se sembraron hepatocitos de higado de ratén primarios en placas de 96 pocillos a 15.000 células/pocillo 2
horas antes del tratamiento. Los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 63 se agregaron a 2, 10, 50 o 250 nM en
medio Williams E y las células se incubaron durante la noche a 37°C en CO; al 5%. Las células se lisaron 16 horas
después de la adicion de oligonucledtidos y el ARN total se purificé utilizando RNease 3000 BioRobot (Qiagen). Los
niveles de ARNm de SRB-1 se determinaron utilizando PCR en tiempo real y reactivo de cuantificacion de ARN
RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con los protocolos estandar. Los valores de Clsp se
determinaron utilizando el software Prism 4 (GraphPad). Los resultados muestran que los oligonucleétidos que
comprenden una variedad de diferentes grupos de conjugados de GalNAc y una variedad de diferentes restos
escindibles son significativamente mas potentes en un experimento de captacion libre in vitro que los
oligonucledtidos originales que carecen de un grupo de conjugados de GalNAc (ISIS 353382 y 66684 1).
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Tabla 63

Inhibicion de expresion SRB-1 in vitro

ISIS N° Secuencia (5'a 3') Enlaces Grupo | CM | Clsg SEQ
CalNAc (nM) | IDNO
353382 Go CoTuTe CoAaGoTe CoAaToGeA PS n/a n/a | 250 28
CaTaTe Co CT.T
655861 Ga"CoToTo"CoAsGaTo"CoATLGoAL PS GalNAc | Ag 40 29
CoToToa"CoaCuToTeAs~GalNACH1, 3-1a
661161 GaINACHY v AsGe CouToT, CoAnGaT, PS GalNAc | Aq 40 30
CaraTaGaAs CaTaTo Co CLT.T. 3-3a
661162 GalNACr3,ALG. CuTo T CuALGaTs | POPS | GalNAc | Ag 8 30
CoAaToGoAr " CoTaTe Co "CoTeT. 3-3a
664078 Ga"CoToaTo"CoAsGaTo"CoAaTaGuA, PS GalNAc | Aq 20 29
"CaTaTla"Coa"CuToT cAs-GalNACH9, 3-9a
665001 GaINACH8, v ALG " CL T T CoALGaT, PS GalNAc | Aq 70 30
CoAaTaGeAs"CoToaT"Cu"CoToT. 3-8a
666224 GaINACHS A ALGCL T T CALGLT PS GalNAc | Aq 80 30
CoAaTaGeAL"CoaToaTo"Cou™CoToT. 3-5a
666841 Go"CuTuTu CoruGaTa CaAaTaGoAs | PO/PS nfa | nfa | >25 | 28
( TaTw Ciw CoTLT. 0
666881 GaINACr 10, A LG CLT T CuALGa T, PS GalNAc | A4 30 30
CaAaTaGaA6"CaTaTo"Co"CoToT, 3-10a
666904 GaINACr3 G CuT T CoAsGaTdC PS GalNAc | PO 9 28
AaTaGoAs CaTa T "CCLTLT, 3-3a
666924 GaINACr3 v TaGo CuToT, CoraGaTs PS GalNAc | Ta | 15 33
"CoAaTaGaAs CaTaTa Co CuTaT. 33
666961 GaINACr-6:v AsGo"CoToTo"CaAuGaTe PS | GalNAc| Aq | 150 | 30
CoAaTaGoAs"CoaToTa"Co™CoToT, 3-6a
666981 GaINACH T AnGo"CaTo T CaluGaTe PS | GalNAc | As | 20 | 30
"CoAaTeGaAe"CaTaTo"Ca™CoT T, 37a
670061 GaINACr 13 AnG CouT T CuruGaT, PS GalNAc | Aq | 30 30
CaAuTaGoAs CaTaTe Co CuToT, 313
670699 GaINAcr3, - TaG CTT"C AGT PO/PS GalNAc Tq 15 33
vn'e » . - N N ' < > < -3
C AT, G,AC,T,T. C . C.T.1 Fe
670700 GaINACr3vALG, C T T C AGT PO/PS | GalNAc | As | 30 30
< o w w > L8 _3
C AT, G.AC T, 1. CcC 1.1 e
670701 GalNAer3 TG CTT "CAGT PO/PS GalNAc | Te 25 33
™ ) . ’ . . 3-3
C AT, GACT,.1.CcC. 11 :
671144 GaINACr 120 AWGe CoTuTe CaraGaTs PS GalNAc | Aq | 40 30
CoAuToGaAs CoTaT, Co CLT,T 512
671165 GalNAcr13,-A0G_"C_T T "C_A,G,T, PO/PS | GalNAc | Aq 8 30
C AT, GAC T, T CcC 1 313
671261 GalNAer 14 AnG"CoT-T."CoALGaT PS GalNAc | Aq >25 30
sl Cr o' Nl - WL § Ny I 3_145 0
CaAaTaGaAs CaTa T, Co C TS
671262 GaINACr 15, AwGo "CaTo T CoAuGaTs PS Ga'1"fo_A° Ad >§5 30
"CaraTaGoAs CoTaTe Cu CLTT 3 10a
673501 GaINACrTiwAsGe CoTuTw CoAuGaT. PO/PS | GalNAc | As | 30 30
"CoaAsTaGoAs CoToTw Co CoT.T s7a
673502 GaINACr 10, A0 G "CaToTo "CuduGaTs | POPS Ga%AC As | 8 30
3= a

CoAaTaGaAs CaTaTw Co CuTLT

4l




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730015 T3

675441 GaINACr 17w AseGa CaTuTw ColaGaT PS GalNAc | As | 30 30
CaAaTaGaAs CoTaTea Co CLTT 3174

675442 GaINACr 18, AwGo CoToTo "CaruGaT., PS | GalNAc | As | 20 | 30
CoAaTaGeAs " CoaTa T Co CuToT 318

677841 Goa"™CoaToTo"CoAsGaTo"CoAaToGaA. PS GalNAc | Aq 40 29
CoaToT"C"CouT T AL-GalNACH19, 3-194

677842 G CuT T "CaAuGaTa"CoAaToGuA, PS GalNAc | Aq 30 29
CaTaTo"Co"CaTouTwAn-GalNACKH20, 3204

677843 GaINACr23 A CuTo T CoAuGaT PS GalNAc | Aq | 40 30
CaAaToGoAs " CoaTa To CoCuToT 3234

La estructura de GalNAcsz-1, se mostro previamente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3; se mostré en el Ejemplo 39,
GalNAcs3-5, se mostré en el Ejemplo 49, GalNAcs-6, se mostré en el Ejemplo 51, GalNAcs-7. se mostré en el
Ejemplo 48, GalNAc3-8, se mostro en el Ejemplo 47, GalNAcs-9, se mostrd en el Ejemplo 52, GalNAcs-104 se mostrd
en el Ejemplo 46, GalNAcs-12, se mostro en el Ejemplo 61, GalNAcs-13a se mostré en el Ejemplo 62, se mostré
GalNAcs3-145 en Ejemplo 63, GalNAcs-15, se mostré en el Ejemplo 64, GalNAcs-17, se mostro en el Ejemplo 68,
GalNAcs3-184 se mostré en el Ejemplo 69, GalNAcs-19, se mostré en el Ejemplo 70, GalNAc3-20, se mostré en el
Ejemplo 71 y GalNAc3-23, se mostré en el Ejemplo 76.

Ejemplo 83: Inhibicién antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos al Factor XI que comprende un
grupo de GalNAcs3

[0367] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 64 a continuacion se analizaron en un estudio para determinar
la inhibiciéon dependiente de la dosis del Factor XI en ratones.

Tabla 64

Oligonucleétidos modificados dirigidos al Factor Xl

ISIS N° Secuencia (5'a 3') Grupo CM | SEQID
GalNAc NO
404071 FaGaGaTaAcAaTa"Ca"CoAs"CaTaTaTa"CoAG, n/a n/a 31
ALULO
656173 GalNAcs-1a | Ag 32

ToGauGeToAwAsTa"Co"CaAs"CaToToaTa"CoAuGa
AG (l.-'\.k"(‘ﬂ'\‘\("l.
663086 | GaINACr3ueAue GG T A AT Cu " CuAL"CuT, | GalNACs-3a | Ag 40

TaTa"CaAwGuAGaG.

678347 | GaINACrTw e AdeTeGeuGaT oA wALT o Ca"CaAnCuTs | GaNACHTa | Ag 40
Tala"CaAuUuAGLO
678348 | GaINACrI0 A ALT GuGuT AALTL Ca"CalaCo | CaNAGT | Ad ) 40
ToToTo " CoAuGuAnGuG s
678349 GalNAcs- | Aq 40

GaINACH13 - ALT GG T ALALT A CL"CuALTC,

TaTal CaoALALLO 135

La estructura de GalNAcs-1, se mostro previamente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3; se mostré en el Ejemplo 39,
GalNAcs3-7, se mostré en el Ejemplo 48, GalNAc3-10, se mostré en el Ejemplo 46, y GalNAcs-13a se mostro en el
Ejemplo 62.

Tratamiento

[0368] Los ratones de seis a ocho semanas de edad se inyectaron cada uno por via subcutanea una vez por
semana a una dosis que se muestra a continuacion, para un total de tres dosis, con un oligonucleétido listado a
continuacién o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones fueron sacrificados 72
horas después de la dosis final. Los niveles de ARNm hepatico del factor XI se midieron mediante PCR en tiempo
real y se normalizaron a ciclofilina de acuerdo con los protocolos estandar. También se midieron las transaminasas
de higado, BUN vy bilirrubina. Los resultados a continuacion se presentan como el porcentaje promedio para cada
grupo de tratamiento, normalizado para el control de PBS.
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[0369] Como se ilustra en la Tabla 65, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido disminuy6 el ARNm de higado
del Factor XI de una manera dependiente de la dosis. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que
comprenden un conjugado de GalNAc eran mas potentes que el progenitor que carece de un conjugado de GalNAc
(ISIS 404071). Ademas, los oligonucledtidos que comprenden un conjugado 5-GalNAc (ISIS 663086, 678347,
678348 y 678349) eran incluso mas potentes que el oligonucleétido que comprende un conjugado 3'-GalNAc (ISIS
656173).

Tabla 65
Factor Xl higado mRNA, transaminasa hepatica, BUN y niveles de bilirrubina
ISIS Dosificacion Factor XImRNA |ALT |AST |BUN Bilirubina Grupo SEQID
NO (mg/kg) (% PBS) (UL) |[(U/L) |(mg/dL) |(mg/dL) GalNAcs No.
PBS n/a 100 63 70 21 0,18 n/a n/a
3 65 41 58 21 0,15
40407110 33 49 53 23 0,15 n/a 31
30 17 43 57 22 0,14
0,7 43 90 89 21 0,16
656173 |2 9 36 58 26 0,17 GalNAcs-14 |32
6 3 50 63 25 0,15
0,7 33 91 169 25 0,16
663086 |2 7 38 55 21 0,16 GalNAcs-3a 40
6 1 34 40 23 0,14
0,7 35 28 49 20 0,14
678347 |2 10 180 149 21 0,18 GalNAcs-7a (40
6 1 44 76 19 0,15
0,7 39 43 54 21 0,16 .
6783482 5 38 |55 |22 0,17 ;’;;NACT 40
6 2 25 38 20 0,14
0,7 34 39 46 20 0,16 .
6783492 8 43 63 |21 0,14 ;’;‘;NACT 40
6 2 28 41 20 0,14

Ejemplo 84: Duracion de la accion in vivo de oligonucleétidos dirigidos al Factor XI que comprende un
conjugado GalNAcs

[0370] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 64 se ensayaron en un estudio de dosis Unica para determinar
la duracion de la accion en ratones.

Tratamiento

[0371] Los ratones de seis a ocho semanas de edad se inyectaron cada uno por via subcutanea una vez con un
oligonucledtido listado en la Tabla 64 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. La sangre se
extrajo por sangrado de la cola el dia antes de la dosis para determinar la linea base y a los 3, 10 y 17 dias después
de la dosis. Los niveles de proteina del Factor XI en plasma se midieron mediante ELISA utilizando la captura del
Factor Xl y los anticuerpos de deteccion biotinilados de R & D Systems, Minneapolis, MN (numero de catalogo
AF2460 y numero BAF2460, respectivamente) y el conjunto de reactivos OptEIA B (numero de catalogo 550534, BD
Biosciences, San José, CA). Los resultados a continuacion se presentan como el porcentaje promedio de los niveles
plasmaticos de Factor XI para cada grupo de tratamiento, normalizados a los niveles de referencia. Los resultados
muestran que los oligonucledétidos que comprenden un conjugado de GalNAc fueron mas potentes con una duracion
de accién mas prolongada que el parental que carece de un conjugado de GalNAc (ISIS 404071). Ademas, los
oligonucledtidos que comprenden un conjugado 5-GalNAc (ISIS 663086, 678347, 678348 y 678349) eran aun mas
potentes con una accién de duracion incluso mas larga que el oligonucledtido que comprende un conjugado 3'-
GalNAc (ISIS 656173).
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Tabla 66
Niveles de proteina del factor Xl en plasma en ratones

ISIS Dosificacion Punto de tiempo (days Factor Xl (% linea de |Grupo CcM SEQID

NO (mg/kg) post- dose) base) GalNAcs No.
3 123

PBS |n/a 10 56 n/a n/aln/a
17 100
3 11

404071 |30 10 47 n/a n/a|31
17 52
3 1

656173 |6 10 3 GalNAcz-1a  |Aq [32
17 21
3 1

663086 |6 10 2 GalNAcs-3a |Aq |40
17 9
3 1

678347 |6 10 1 GalNAcs-7a |Aq |40
17 8
3 1

678348 |6 10 1 GalNAcs-10a |Aq |40
17 6
3 1

678349 |6 10 1 GalNAcs-13a |Aq |40
17 5

Ejemplo 85: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprende un
conjugado de GalNAc;

[0372] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 63 se ensayaron en un estudio dependiente de la dosis para la
inhibicién antisentido de SRB-1 en ratones.

Tratamiento

[0373] Se inyectaron ratones C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad cada uno por via subcutanea una vez por
semana a la dosis que se muestra a continuacion, para un total de tres dosis, con un oligonucleétido incluido en la
Tabla 63 o con solucién salina. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 48
horas después de la administracion final para determinar los niveles de ARNm de SRB-1 utilizando PCR en tiempo
real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con los
protocolos estandar. Los resultados a continuacion se presentan como el porcentaje promedio de los niveles de
ARNmM de SRB-1 en el higado para cada grupo de tratamiento, normalizado para el control de solucion salina.

[0374] Como se ilustra en las Tablas 67 y 68, el tratamiento con oligonucledtidos antisentido disminuyd los niveles
de ARNm de SRB-1 de una manera dependiente de la dosis.
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Tabla 67
SRB-1 mRNA en higado
ISIS Dosificacion SRB-1 mRNA (%  |Grupo cM
NO (mg/kg) Salina) GalNAcs
Salina |n/a 100 n/a n/a
0,1 94
0,3 119
6558611 68 GalNAcs-1a  |Aq
3 32
0,1 120
0,3 107
6611611 68 GalNAcs-3a  |Aq
3 26

SRB-1 mRNA en higado

ISIS NOJ|Dosificacion (mg/kg)|SRB-1 mRNA (% Salina)|Grupo GalNAcs/CM
0,1 107

666881 03 107 GalNAcs-10a  |Aq
1 69
3 27
0,1 120
0,3 103

666981 1 54 GalNAcs-7a  |Aq
3 21
0,1 118

670061 03 89 GalNAcs-13a  |Aq
1 52
3 18
0,1 119

677842 03 % GalNAcs-20a  |Aq
1 65
3 23

Tabla 68

SRB-1 mRNA en higado

ISIS NOJ|Dosificacion (mg/kg)|SRB-1 mRNA (% Salina)|Grupo GalNAcs/CM
0,1 107
0,3 95

661161 1 53 GalNAcs-3a  |Aq
3 18
0,1 110

677841 03 88 GalNAcs-19a  |Aq
1 52
3 25

75

[0375] Niveles de transaminasa de higado, bilirubina total, BUN, y pesos corporales también se midieron usando
protocolos estandar. Valores medios para cada grupo de tratamiento se mostraron en Tabla 69 a continuacion.
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Tabla 69
ISIS Dosificacion ALT AST  |Bilirubina BUN Peso corporal (% linea|Grupo cM
NO (mg/kg) (UL) |(UL) |(mg/dL) (mg/dL) |de base) GalNAcs
Salina [n/a 19 39 0,17 26 118 n/a n/a
0,1 25 47 0,17 27 114
0,3 29 56 0,15 27 118
655861 1 0 2 0.14 >4 112 GalNAcs- 1a [Ag
3 27 54 0,14 24 115
0,1 35 83 0,13 24 113
0,3 42 61 0,15 23 117
661161 1 3 60 0.18 > 116 GalNAcs- 3a |Aq
3 29 52 0,13 25 117
0,1 30 51 0,15 23 118
0,3 49 82 0,16 25 119 GalNAcs-
6668817 23 |45 |04 24 117 10a Ad
3 20 38 0,15 21 112
0,1 21 41 0,14 22 113
0,3 29 49 0,16 24 112
666981 1 19 3 0.15 > 11 GalNAcs- 7a |Aq
3 77 78 0,18 25 115
0,1 20 63 0,18 24 111
0,3 20 57 0,15 21 115 GalNAcs-
670061 1 20 35 0,14 20 115 13a Ad
3 27 42 0,12 20 116
0,1 20 38 0,17 24 114
0,3 31 46 0,17 21 117 GalNAcs-
67784215 22 34 0,15 21 119 20a Ad
3 41 57 0,14 23 118

Ejemplo 86: Inhibicién antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a TTR que comprende un grupo de
GalNAc3

[0376] Los oligonuclettidos enumerados en la Tabla 70 a continuacion se analizaron en un estudio dependiente de
la dosis para determinar la inhibicién antisentido de transtiretina humana (TTR) en ratones transgénicos que
expresan el gen TTR humano.

Tratamiento

[0377] Se inyectaron ratones transgénicos TTR de ocho semanas de edad cada uno por via subcutanea una vez por
semana durante tres semanas, para un total de tres dosis, con un oligonucleétido y una dosis enumerados en las
tablas a continuacion o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 72
horas después de la administracién final. Los sangrados de la cola se realizaron en varios puntos temporales a lo
largo del experimento, y los niveles de proteina TTR en plasma, ALT y AST se midieron y se informaron en las
Tablas 72-74, Después de sacrificar a los animales, se midieron los niveles plasmaticos de ALT, AST y TTR
humana, al igual que el peso corporal, el peso de los 6rganos y los niveles de ARNm de TTR hepatico humano. Los
niveles de proteina TTR se midieron utilizando un analizador clinico (AU480, Beckman Coulter, CA). La PCR en
tiempo real y el reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) se utilizaron
de acuerdo con los protocolos estandar para determinar los niveles de ARNm de TTR en el higado humano. Los
resultados presentados en las Tablas 71-74 son los valores promedio para cada grupo de tratamiento. Los niveles
de ARNm son los valores promedio en relacion con el promedio para el grupo de PBS. Los niveles de proteina
plasmatica son los valores promedio en relacién con el valor promedio para el grupo de PBS al inicio del estudio. Los
pesos corporales son el porcentaje promedio de cambio de peso desde la linea de base hasta el sacrificio por cada
grupo de tratamiento individual. Los pesos de érganos mostrados se normalizan al peso corporal del animal, y el
peso de dérganos normalizado promedio para cada grupo de tratamiento se presenta en relacién con el peso de
6rganos normalizado promedio para el grupo de PBS.

[0378] En las Tablas 71-74, "BL" indica la linea de base, mediciones que se tomaron justo antes de la primera dosis.
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Como se ilustra en las Tablas 71 y 72, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido disminuyd los niveles de
expresion de TTR de una manera dependiente de la dosis. Los oligonucleétidos que comprenden un conjugado de
GalNAc eran mas potentes que el progenitor que carecia de un conjugado de GalNAc (ISIS 420915). Ademas, los
oligonucledétidos que comprenden un conjugado de GalNAc y enlaces mixtos de internucledtidos PS/PO eran incluso

mas potentes que el oligonucledtido que comprende un conjugado de GalNAc y enlaces completos de PS.

Tabla 70
Isis N° | Secuencia5'a 3' Enlaces Grupo CM | SEQ ID
GalNAc NO
420915 | T A C T TiGuGaTaToAu"CaraTaGaAsAs | PS5 n/a na | 41
AT ( (
660261 | T ¢ T T O T T A AT .G AA. | PS GalNAcs-1a | Aq | 42
A T "CLCL"ClAL-GalNAe 1,
682883 GaINACr3 o To"CuToToGuGaToToAL"CaAs PS/PO GalNAcs-3a PO | 74
ToGaAsA A T C"CL(
682884 | (uINACrTooT T TG ToT A C.A.| PSIPO | GalNAcs7a | PO | 41
TaGeALALA LT CL"CL(
682885 |  GaINACH104e To"CoTouTuGuGaTaTaAs"Cy | PSPO | GalNAcs-10a | PO | 41
AsToOaASA AT CLTCL(
682886 | GaINACI130e T "CoToTuGuGaT o TaAL™ PS/IPO | GalNAcs-13a | PO | 41
Ao TaOaASAGA T CLCY
684057 | T "CouToTaluGaTaToAu"CaAaTaGaAsAy | PSIPO | GalNAc-19a | Ag | 42
AT Cu"CL"ClAn~-GalNACe-19,

[0379] La leyenda de la Tabla 72 se puede encontrar en el Ejemplo 74. La estructura de GalNAcs-1 se mostro en el
Ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-32 se mostré en el Ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-7, se mostro en el
Ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10, se muestra en el Ejemplo 46. La estructura de GalNAcsz-13a se muestra

en el Ejemplo 62. La estructura de GalNAcs-19a se muestra en el Ejemplo 70.

Tabla 71
Inhibicion antisentido de TTR humano in vivo
ISIS Dosificacion TTR mRNA (% |Proteina TTR de plasma |Proteina de plasma CcM SEQ ID
NO (mg/kg) PBS) (% PBS) TTR No.
PBS n/a 100 100 n/a n/a
6 99 95
420915 |20 48 65 n/a n/a (41
60 18 28
0.6 113 87
660261 2 ;8 gg GalNAcs-1a Aq |42
20 9 11
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Tabla 72

Inhibicion antisentido de TTR humano in vivo

Proteina TTR de plasma (% PBS

ISIS  |Dosificacion TTR mRNA (% |at BL) Grupo CMSEQID
NO  |(mg/kg) PBS) Dia [Dia |Dia 17 (Después |GalNAc NO
BL 3 |10 |de sac)

PBS n/a 100 100196 (90 (114 n/a n/a
6 74 106/86 |76 |83

420915 [20 43 10266 |61 |58 n/a n/ala1
60 24 92 [43 |29 |32
0,6 60 88 73 |63 |68

682883 |2 18 75 38 [23 |23 GalNAcs- 3a |PO|41
6 10 80 35 [11 |9
0,6 56 88 |78 |63 |67

682884 |2 19 76 44 |25 |23 GalNAcs- 7a |PO|41
6 15 82 35 [21 |24
0,6 60 92 77 les |76 R

682885 |2 22 93 [58 [32 (32 ;’;;NACT PO|41
6 17 85 37 [25 |20
0,6 57 91 70 |64 |69 R

682886 |2 21 89 50 [31 |30 ;’;‘;NACT PO|41
6 18 10241 |24 |27
0,6 53 80 69 |56 |62 .

684057 [2 21 92 55 [34 |30 ;’;;NACT Aq (42
6 11 82 50 [18 |13
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Tabla 73
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Tabla 74
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Ejemplo 88: modulacién de empalme in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SMN que comprende un
conjugado de GalNAcs

[0380] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 77 se ensayaron para la modulacion de empalme de la
supervivencia humana de la neurona motora (SMN) en ratones.
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Tabla 77

ASO modificados dirigidos a SMN

ISIS | B [ ewpe | .., | SEQ
No. | Secuencias (5'a 3') GAINAG) ‘ CM ID No.
187954 AsToTo"CaAL"(C .‘r..l.‘l‘\((..\.A\AI.‘.r\.\:\ulﬁ(..‘ CoTaGeo n/a n/a 4
T
699819 GaINACHT 0 AaTo T "CoAs"CoTaToTa"CaAa ToAGA L GalNAc:-7a | PO a3

ToGa"CoToaGuGe

699821 GalNAc \-7.-.;.-\.\T.‘..T...”F' \"(T Tl ColAwlwAs GalNAc-7a | PO 43
| A TooGee"Coo T GG |
AsTaTa"™CaAa™CoTalaTa"CalaToAcAaTalGa"CaTaGs

| | GuAs-GalNAcr-1, | | |
703421 X-ATTCACTTT"CATAATG"CTGG n/a | na | 43

1703422 | GaINACyTy-X-ATT"CASCTTT"CATAATG"CTGG | GalNAcy-7b | na | 43

700000 GaINAcs-la | Ay 4

La estructura de GalNAcs-7, se mostré previamente en el Ejemplo 48. "X" indica una amina primaria 5’ generada por
Gene Tools (Philomath, OR), y GalNAcs-7, indica la estructura de GalNAcs-7, que carece de porcion -NH-Cs-O del
enlazador como se muestra abajo:

HQOH o)
HOATUO N Y
AcHN \o
HOOH 0 N O 0
HoS\;&/O/\fﬂ\ﬁ/\/_o\ju”\/\/\./
AcHN (o)

HQOH /[J
HOS\;S\/OM\” (o}

Ac Hf‘lJ

Los numeros ISIS 703421 y 703422 son oligonucledtidos de morfino, en los que cada nucledtido de los dos
oligonucledtidos es un nucledtido de morfolino.

Tratamiento

[0381] Los ratones transgénicos de seis semanas de edad que expresan SMN humana se inyectaron por via
subcutanea una vez con un oligonucleétido listado en la Tabla 78 o con solucion salina. Cada grupo de tratamiento
consistié en 2 hombres y 2 mujeres. Los ratones se sacrificaron 3 dias después de la dosis para determinar los
niveles de ARNm de SMN humano hepatico con y sin el exén 7 usando PCR en tiempo real de acuerdo con los
protocolos estandar. EI ARN total se midi6 utilizando el reactivo de Ribogreen. Los niveles de ARNm de SMN se
normalizaron con respecto al ARNm total, y se normalizaron ain mas a los promedios para el grupo de tratamiento
con solucion salina. Las proporciones promedio resultantes de ARNm de SMN, incluido el exén 7 y el exdn 7 faltante
del ARNm de SMN, se muestran en la Tabla 78. Los resultados muestran que los oligonucleétidos completamente
modificados que modulan el empalme y comprenden un conjugado de GalNAc son significativamente mas potentes
para alterar el corte y empalme en el higado que el progenitor oligonucleétidos que carecen de un conjugado
GlaNAc. Ademas, esta tendencia se mantiene para las quimicas de modificacion multiple, incluidos los
oligonucledtidos modificados con 2'-MOE y morfolino.
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Tabla 78

Efecto de los oligonucleoétidos dirigidos a la SMN humana in vivo
ISIS NO|Dosis (mg/kg)|+Exon 7 / -Exon 7|Grupo GalNAc3CM|SEQ ID NO
Salina |n/a 1.00 n/a n/aln/a
387954 (32 1.65 n/a n/a|43
387954 (288 5.00 n/a n/a|43
699819 (32 7.84 GalNAcs-7a  |PO|43
699821 |32 7.22 GalNAcs-7a  |PO|43
700000 (32 6.91 GalNAcs-1a |Aq |44
703421 |32 1.27 n/a n/a|43
703422 |32 4.12 GalNAc3-7p n/a|43

Ejemplo 89: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a la apolipoproteina A (Apo (a)) que
comprende un conjugado de GalNAc3

[0382] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 79 a continuacion se analizaron en un estudio para determinar
la inhibiciéon dependiente de la dosis de Apo (a) en ratones transgénicos.

Tabla 79
ASO modificados dirigidos a Apo(a)
ISIS N° Secuencia (5'a 3') Grupo GalNAcz | CM | SEQID N°
494372 T6Go"CoaTa"Co™CaGaToTaGaGaToGa"C, n/a n/a 53
Ta T OuTuTL"C
681257 | GaINACrTue TeGa"CoTu " Ca™CaGaTaToaGaG GalNAcs-7a | PO 53
la06"CaTal Ol ola"

[0383] La estructura de GalNAc3-7, se muestra en el Ejemplo 48.

Tratamiento

[0384] Se inyectaron subcutaneamente ratones hembra C57BL/6 de ocho semanas de edad (Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME) una vez por semana a la dosis que se muestra a continuacion, para un total de seis dosis, con un
oligonucledtido listado en la Tabla 79 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consisti6 en 3-4 animales. Los
sangrados de la cola se realizaron el dia antes de la primera dosis y semanalmente después de cada dosis para
determinar los niveles plasmaticos de proteina Apo(a). Los ratones se sacrificaron dos dias después de la
administracion final. Los niveles de ARNm hepatico de Apo(a) se determinaron utilizando PCR en tiempo real y
reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con los
protocolos estandar. Los niveles de proteina plasmatica Apo(a) se determinaron mediante ELISA y se determinaron
los niveles de transaminasas hepaticas. Los resultados de ARNm y proteina plasmatica en la Tabla 80 se presentan
como el porcentaje promedio del grupo de tratamiento en relacidon con el grupo tratado con PBS. Los niveles de
proteina plasmatica se normalizaron alin mas con respecto al valor de referencia (BL) para el grupo de PBS. Los
niveles medios absolutos de transaminasas y los pesos corporales (% en relacién con los promedios de referencia)
se presentan en la Tabla 81.

[0385] Como se ilustra en la Tabla 80, el tratamiento con los oligonucledtidos redujo los niveles de mRNA del higado
y proteinas plasmaticas de Apo(a) de una manera dependiente de la dosis. Ademas, el oligonucleétido que
comprende el conjugado GalNAc fue significativamente mas potente con una duracion de acciéon mas prolongada
que el oligonucledtido original que carece de un conjugado GalNAc. Como se ilustra en la Tabla 81, los
oligonucledtidos no afectaron los niveles de transaminasas y los pesos corporales, lo que indica que los
oligonucledtidos fueron bien tolerados.
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Tabla 80
Apo (a) mRNA hepatico y niveles de proteinas plasmaticas
- i 7o
ISIS Dosificacion Apo(a) mRNA Apo(a) proteina plasmatica (% PBS)
NO (mg/kg) (% PBS) BL Semana |Semana [Semana |Semana [Semana [Semana
1 2 3 4 5 6
PBS |n/a 100 100(120 119 113 88 121 97
3 80 84 |89 91 98 87 87 79
494372 10 30 87 |72 76 71 57 59 46
30 5 92 |54 28 10 7 9 7
0.3 75 79 |76 89 98 71 94 78
6812571 19 79 |88 66 60 54 32 24
3 2 82 |52 17 7 4 6 5
10 2 79 |17 6 3 2 4 5
Tabla 81
ISIS NO|Dosificacion (mg/kg)/ALT (U/L)IAST (U/L)|Peso corporal (% linea de base)
PBS n/a 37 54 103
3 28 68 106
494372 |10 22 55 102
30 19 48 103
0.3 30 80 104
1 26 47 105
681257 3 29 62 102
10 21 52 107

Ejemplo 90: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a TTR que comprenden un grupo de
GalNAc:3

[0386] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 82 a continuacion se analizaron en un estudio dependiente de
la dosis para determinar la inhibicién antisentido de transtiretina humana (TTR) en ratones transgénicos que
expresan el gen TTR humano.

Tratamiento

[0387] Los ratones transgénicos TTR se inyectaron cada uno por via subcutanea una vez por semana durante tres
semanas, durante un total de tres dosis, con un oligonucleétido y una dosis enumerados en la Tabla 83 o con PBS.
Cada grupo de tratamiento consistioé en 4 animales. Antes de la primera dosis, se realizé un sangrado de la cola para
determinar los niveles de proteina TTR en plasma al inicio del estudio (BL). Los ratones se sacrificaron 72 horas
después de la administracion final. Los niveles de proteina TTR se midieron utilizando un analizador clinico (AU480,
Beckman Coulter, CA). La PCR en tiempo real y el reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular
Probes, Inc. Eugene, OR) se utilizaron de acuerdo con los protocolos estandar para determinar los niveles de ARNm
de TTR en el higado humano. Los resultados presentados en la Tabla 83 son los valores promedio para cada grupo
de tratamiento. Los niveles de ARNm son los valores promedio en relacion con el promedio para el grupo de PBS.
Los niveles de proteina plasmatica son los valores promedio en relacién con el valor promedio para el grupo de PBS
al inicio del estudio. "BL" indica la linea de base, las mediciones que se tomaron justo antes de la primera dosis.
Como se ilustra en la Tabla 83, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de expresion de
TTR de una manera dependiente de la dosis. Los oligonucledtidos que comprendian un conjugado de GalNAc eran
mas potentes que el progenitor que carecia de un conjugado de GalNAc (ISIS 420915), y los oligonucleétidos que
comprendian un fosfodiéster o un resto escindible de desoxiadenosina mostraron mejoras significativas en la
potencia en comparacion con el parental carente de conjugado (véanse los nimeros de ISIS 682883 y 666943 vs
420915 y ver los Ejemplos 86 y 87).
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Tabla 82
Oligonucleétidos dirigidos a TTR humano
Isis N° Secuencia 5'a 3' Enlaces Grupo CM | SEQID
CalNAc N°
420915 | T nC T TG uGaTaToAn"CoAaTaGaAsA PS n/a nfa | 41
ALTL ( (
682883 GaINACr3ea T CoT T GuGaTaToA"CaA. PS/PO | GalNAcs;-3a | PO 41
FaGaAsAA LT ( (
CoaAaTalGaALAL ALTSCL"CL(
682887 | GaINACrTaw AT "CouTuTuGuGaTaTaA, PSIPO | GalNAcs-7a | As | 45
CoAaTaOaAA AT "C"CL"C,
682888 | GaINACK1040A T "CoToTuGuGaTaTaAs | PSPO | GalNAce | Ad | 45
CoruTaGaAsA A LT W Co™Cou™C 10a
682889 GaINACH13, A4 T Co T TG Ga Ta To AL PS/PO GalNAc;- Ad 45
"CoAaTaGaAsAA W To"Ca™Ca™C 13a

La leyenda para la Tabla 82 se puede encontrar en el Ejemplo 74. La estructura de GalNAcs-3, se mostré en el
Ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-7, se mostro en el Ejemplo 48. La estructura de GalNAcsz-10, se mostro en el

Ejemplo 46. La estructura de GalNAcs-13a se mostro en el Ejemplo 62.

Tabla 83

Inhibicion antisentido de TTR humano in vivo

ISIS NO|Dosificacion (mg/kg) TTR mRNA (% PBS)Proteina TTR (% BL)|Grupo GalNAc|CM

PBS n/a 100 124 n/a n/a
[§] 69 114

420915 |20 71 86 n/a n/a
60 21 36
0,6 61 73

682883 |2 23 36 GaINAcs-3a  |PO
[§] 18 23
0,6 74 93

666943 |2 33 57 GalNAcs-3a  |Aq
[§] 17 22
0,6 60 97

682887 |2 36 49 GalNAcs-7a  |Aq
[§] 12 19
0,6 65 92

682888 |2 32 46 GalNAcs-10a |Aq
[§] 17 22
0,6 72 74

682889 |2 38 45 GalNAcs-13a |Aq
[§] 16 18

Ejemplo 92: Inhibicion antisentido en hepatocitos primarios por oligonucleétidos antisentido dirigidos a
Apo-Clll que comprenden un conjugado de GalNAcs

[0388] Se sembraron hepatocitos primarios de ratdon en placas de 96 pocillos a 15.000 células por pocillo, y los
oligonucledétidos enumerados en la Tabla 86, dirigidos a ApoC-Ill de raton, se agregaron a 0,46, 1,37, 4,12 o 12,35,
37,04, 111,11, o 333,33 nM o 1,00 mM. Después de la incubacion con los oligonucleétidos durante 24 horas, las
células se lisaron y el ARN total se purificd utilizando RNeasy (Qiagen). Los niveles de ARNm de ApoC-lll se
determinaron utilizando PCR en tiempo real y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes,
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Inc.) de acuerdo con los protocolos estandar. Los valores de Clso se determinaron utilizando el software Prism 4
(GraphPad). Los resultados muestran que, independientemente de si el resto escindible era un fosfodiéster o una
desoxiadensoina unida a fosfodiéster, los oligonucledtidos que comprenden un conjugado de GalNAc fueron
significativamente mas potentes que el oligonucledtido original que carece de conjugado.

Tabla 86
Inhibicion de la expresion de APOC-lIl de ratéon en hepatocitos primarios de ratéon
ISIS N° Secuencia (5'a 3') CM Clso SEQ
(nM) | IDN°
440670 PC-gA--G-x'“C-\T-OT:hT:h&:\r:hT:lsA\HG1-G:$\Gntkk1swcnxA-sGr\PC-HA% n/a 13’20 47
661180 "CoAaGa"CaTaTaTeALTaTeALGAGaGaAL™C Ag | 1,40 | 48
AGLUCOALAL-GalNAc1,
680771 | GaINACy-3ae " CoAnGu " CuTaTaToATaToAGuGuGuAL"C., | PO | 070 | 47
ALGLCLA.
680772 | GaINACITa " CoAnGu " CuTuTaToAuTaTaALGuGuGaAL"C.. | PO | 170 | 47
ALGLCLA.
680773 | GaINA€r10se™CaAaGa"CaTaTaToAsTaToAsGaGaGaALC TO | 200 | 47
ALUL"CLA.
680774 |  GaINAer130e"CoruGu™CoaTuTaTaAeTaToAsGaGaGaAs™Cy| PO | 150 | 47
ALGLTCLA
681272 | GaINACr3se " CoA G CouTuTaToAuTaTeALGaGaGuALCu| PO | < 47
0,46
RAalla"CaA
681273 | GaINACr3veAs CoA G Co T ToToAL T ToAGLGAGuAL | Aa | 110 | 49
"CALULCLA,
683733 CoAnGa"CuToTaTeAuTaTeALGaGaGaAs"C, Ad | 2,50 | 48
ALGL " CoALAL-GalNAC-19,

La estructura de GalNAcs-1. se mostro previamente en el Ejemplo 9, GalNAcs-3,

se mostré en el Ejemplo 39,

GalNAcs3-7, se mostro en el Ejemplo 48, GalNAcs-10, se mostrd en el Ejemplo 46, GalNAcz-13a se mostro en el
Ejemplo 62, y GalNAcsz-19a se mostré en el Ejemplo 70.

Ejemplo 93: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprende alas mixtas
y un conjugado 5'-GalNAcs

[0389] Los oligonuclettidos enumerados en la Tabla 87 se ensayaron en un estudio dependiente de la dosis para la
inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones.

Tabla 87

ISIS N° Secuencias (5' a 3') Grupo CM | SEQ

GalNAcs ID N°

449093 TuTb,ska-'\'xGﬂsTﬂsmct‘w Av:-.Td-. Gd' A,,"’C“T,.,T,_,"‘Cu'*c. n/a n/a 50

699806 | GaINACKH3 e TuTu"CoAaGaTa"Co AsTy GaAs"Cy GalNAcs- | PO | 50
TeTu"Cu"C. 3a

699807 | GaINACKHT e T T " CuAnGaTo"Co AuTy GaAs™( GalNAcs- | PO | 50
ToTu"Cu™C, 7a

699809 | GaINACHT o TuTo " CoAuGuToa " Cou ATy Ga ALTC GalNAcs- | PO | 50
TaTo"Co™ 7a

699811 | GaINACHT o ToT"CoAuGaToa"Co AuTa GaAs™C GalNAcs- | PO | 50
IoTu"Cu"Cy 7a

699813 | GaINACHT e TuTa"CuAaGaTe"Co AuTa GaAs"Ce GalNAcs- | PO | 50
ToTu"Ca"C, 7a

699815 | GaINACY T e ToTu " CoAnGaTo"Cu AuTo GaAL"( GalNAcs- | PO 50
TeTu"Cu"C. 7a
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La estructura de GalNAcs-3, se mostré previamente en el Ejemplo 39, y la estructura de GalNAcs-7, se mostrd

previamente en el Ejemplo 48, Subindices: "e" indica nucledsido modificado en 2-MOE; "d" indica B-D-2'-

desoxirribonucledsido; "k" indica 6’-(s)-CHs nucledsido biciclico (cEt); "s" indica enlaces internucleosidicos de

fosforotioato (PS); "o" indica los enlaces internucleosidicos fosfodiéster (PO). La superindice "m" indica 5-
metilcitosinas.

Tratamiento

[0390] Se inyectaron por via subcutanea ratones C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad (Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME) una vez a la dosis que se muestra a continuacion con un oligonucledtido listado en la Tabla 87 o
con solucién salina. Cada grupo de tratamiento consistio en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 72 horas
después de la administracion final. Los niveles de ARNm de SRB-1 de higado se midieron utilizando PCR en tiempo
real. Los niveles de ARNm de SRB-1 se normalizaron a los niveles de ARNm de ciclofilina de acuerdo con los
protocolos estandar. Los resultados se presentan como el porcentaje promedio de los niveles de ARNm de SRB-1
para cada grupo de tratamiento en relacion con el grupo de control de solucién salina. Como se ilustra en la Tabla
88, el tratamiento con oligonucledtidos antisentido redujo los niveles de ARNm de SRB-1 de una manera
dependiente de la dosis, y los oligonucledtidos gapmero que comprenden un conjugado de GalNAc y que tienen alas
que eran modificaciones completas de cEt o azlcares mixtas fueron significativamente mas potentes que el original
oligonucledtido que carece de un conjugado y que comprende alas modificadas con cEt completas.

[0391] Los pesos corporales, las transaminasas hepaticas, la bilirrubina total y el BUN también se midieron, y los
valores promedio para cada grupo de tratamiento se muestran en la Tabla 88. El peso corporal se muestra como el
porcentaje del peso corporal promedio en relacion con el peso corporal inicial (% BL) medido justo antes de la dosis
de oligonucledtido.

Tabla 88
SRB-1 mRNA, ALT, AST, BUN y niveles totales de bilirrubina y pesos corporales
Dosificacion SRB-1 mRNA (% ALT AST . Peso corporal (%
ISISNO| 1 5/kg) PBS) ( UL o Bl [BUNHY *P (
PBS n/a 100 31 84 0,1528 [102
1 111 18 48 0,17(31 |104
449093 |3 94 20 43 0,1526 |103
10 36 19 50 0,1229 |104
0,1 114 23 58 0,13(26 |107
699806 (0,3 59 21 45 0,12)27 |108
1 25 30 61 0,12[30 |104
0,1 121 19 41 0,14{25 |100
699807 (0,3 73 23 56 0,13[26 |105
1 24 22 69 0,1425 |102
0,1 125 23 57 0,1426 |104
699809 (0,3 70 20 49 0,1025 |105
1 33 34 62 0,17)25 |107
0,1 123 48 77 0,1424 |106
699811 (0,3 94 20 45 0,13(25 |101
1 66 57 104 0,1424 107
0,1 95 20 58 0,13(28 [104
699813 (0,3 98 22 61 0,17]28 |105
1 49 19 47 0,1127 |106
0,1 93 30 79 0,17)25 |105
699815 (0,3 64 30 61 0,12[26 |105
1 24 18 41 0,1425 |106

Ejemplo 94: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprende
modificaciones en 2'-aztcar y un conjugado 5'-GalNAc3

[0392] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 89 se ensayaron en un estudio dependiente de la dosis para la
inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones.
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Tabla 89
ISIS N° Secuencias (5' a 3') Grupo CM | SEQID
GalNAc3 Ne°

353382 G CouT T " CALGAT A" CaALT oG AL Ca T T CLX n/a n/a 28
| |

700989 GallalUnUnCaAdGa Ta " CaAa Ta0sAL " CaT aUmConCos n/a n/a 51
Ul

666904 | GaINACIH3 oG " CoT T CoALGATL CoAaToGuA GalNAcs- | PO 28
CaToaTa"Ca™CaTeT. 3a

700991 | GaINACYT oG Con U U CoALGL T CLALTLG GalNAcs- | PO 51
A "CaTaUniCoCoeUnl 7a

El subindice "m" indica un nucleésido modificado con 2'-O-metilo. Vea el Ejemplo 74 para la leyenda completa de la
tabla. La estructura de GalNAcs-34 se mostro previamente en el Ejemplo 39, y la estructura de GalNAcs-7, se mostro

previamente en el Ejemplo 48.

Tratamiento

[0393] El estudio se completé utilizando el protocolo descrito en el Ejemplo 93, Los resultados se muestran en la
Tabla 90 a continuacion y muestran que los oligonucleétidos modificados en 2'-MOE y 2'-OMe que comprenden un
conjugado de GalNAc fueron significativamente mas potentes que los oligonucleétidos parentales respectivos que
carecen de un conjugado. Los resultados de los pesos corporales, las transaminasas hepaticas, la bilirrubina total y

las mediciones de BUN indicaron que todos los compuestos fueron bien tolerados.

Tabla 90
SRB-1 mRNA
ISIS NO|Dosificacion (mg/kg)|SRB-1 mRNA (% PBS)
PBS n/a 100
5 116
353382 (15 58
45 27
5 120
700989 (15 92
45 46
1 98
666904 |3 45
10 17
1 118
700991 (3 63
10 14

Ejemplo 95: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprende

nucledsidos biciclicos y un conjugado

[0394] Los oligonuclettidos enumerados en la Tabla 91 se ensayaron en un estudio dependiente de la dosis para la

5'-GalNAcs

inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones.
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Tabla 91
ASO modificados dirigidos a SRB-1
ISIS Secuencias (5’ a 3) Grupo CM SEQ
NO GalNAcs ID No
440762 T MCysAdsGdsTds™CdsAdsTdsGdsAdsmCds Tds Tks™Ck n/a nfa 22
666905 GalNAcs-3,- GalNAc3-3. PO 22
o’TkskasAdsGdsTdsm CdsAds-l—dsGdsAdsmCdsTdsTksmCk
699782 GalNAcs-75- GalNAcs-7a. PO 22
o’TkskasAdsGdsTdsm CdsAds-l—dsGdsAdsmCdsTdsTksmCk
699783 GalNAc3-3;5- GalNAc3-3. PO 22

0:TIs"CisAdsGds Tds™CdsAds TdsGdsAds M Cds Tds Tis™ Cl

653621 T1sMCisAdsGdsTdsMCdsAds TdsGdsAdsmCdsTds TismCloAdo - GalNACs-1a  As 23
GalNAc3-1a

439879 TgsMCgsAdsGdsTds™ CdsAdsTdGdsAds™ CdsTdsTgs™ Cg n/a nfa 22

699789 GalNAc3-3;5- GalNAc3-3. PO 22

0, Tgs"CgsAdsGds Tds™CdsAds TdGdsAds™ CdsTdsTgs™ Cg

El subindice "g" indica un nucledsido fluoro-HNA, el subindice "1" indica un nucledsido bloqueado que comprende un
puente 2'-O-CHz-4'. Vea la leyenda de la tabla del Ejemplo 74 para otras abreviaturas. La estructura de GalNAcs-1a
se mostré previamente en el Ejemplo 9, la estructura de GalNAcs-3, se mostré previamente en el Ejemplo 39, y la
estructura de GalNAc3-7, se mostré previamente en el Ejemplo 48.

Tratamiento

[0395] El estudio se completé utilizando el protocolo descrito en el Ejemplo 93. Los resultados se muestran en la
Tabla 92 a continuaciéon y muestran que los oligonucleotidos que comprenden un conjugado de GalNAc y varias
modificaciones de nucledsidos biciclicos fueron significativamente mas potentes que el oligonucleétido original que
carece de un conjugado y que comprende modificaciones de nucledsidos biciclicos. Ademas, el oligonucleétido que
comprende un conjugado de GalNAc y modificaciones de fluoro-HNA fue significativamente mas potente que el
progenitor que carece de un conjugado y que comprende modificaciones de fluoro-HNA. Los resultados de los pesos
corporales, las transaminasas hepaticas, la bilirrubina total y las mediciones de BUN indicaron que todos los
compuestos fueron bien tolerados.

Tabla 92

Niveles de SRB-1 mRNA, ALT, AST, BUN y Bilirubina total y pesos corporales
ISIS NO Dosificacion (mg/kg) SRB-1 mRNA (% PBS)
PBS n/a 100

1 104
440762 3 65

10 35

0,1 105
666905 0,3 56

1 18

0,1 93
699782 0,3 63

1 15

0,1 105
699783 0,3 53

1 12

0,1 109
653621 0,3 82

1 27
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Niveles de SRB-1 mRNA, ALT, AST, BUN y Bilirubina total y pesos corporales
ISIS NO Dosificacion (mg/kg) SRB-1 mRNA (% PBS)
1 96
439879 3 77
10 37
0,1 82
699789 0,3 69
1 26

Ejemplo 96: Union a proteinas plasmaticas de oligonucleétidos antisentido que comprenden un grupo
conjugado GalNAcs

[0396] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 57 dirigidos a ApoC-lll y los oligonucleétidos en la Tabla 93
dirigidos a Apo(a) fueron ensayados en un ensayo de ultrafiltracion para evaluar la unién a proteinas plasmaticas.

Tabla 93
Oligonucleétidos modificados dirigidos a Apo(a)
ISIS N°  Secuencias (5'a 3') Grupo GalNAcs CM  SEQID No
494372 1.6 C T "Cu™CaGaTaTaGoGaTaGa " CaTaToGul n/a n/a 53
T
693401 TG CoTo"Co"CaGaToTaGaGaToGa"CaToT oGl n/a n/a 53
T
681251  GaINACH7ie ToGu"CuTo"CoCoaGaTaTaGaGaTaGa C. GalNAc;-7, PO 53
TaTaGaToaTL"C
681257  GaINACrTwe ToG0 " CoT o Cu CaGaTaTaGaGaTaGa"C, GalNAc3-7a PO 53
Py R

TaTaGulaTa"C.
Vea el Ejemplo 74 para la leyenda de la tabla. La estructura de GalNAcs-7, se mostré anteriormente en el Ejemplo

48.

[0397] Las unidades de ultrafiltracion Ultrafree-MC (30.000 NMWL, membrana de celulosa regenerada de baja
union, Millipore, Bedford, MA) se acondicionaron previamente con 300 ul de Tween 80 al 0,5% y se centrifugaron a
2000 g durante 10 minutos, luego con 300 pl de una solucién de 300 pg/ml de un oligonucleétido de control en H,O y
se centrifugaron a 2000 g durante 16 minutos. Con el fin de evaluar la unién no especifica a los filtros de cada
oligonucledtido de prueba de las Tablas 57 y 93 que se usaran en los estudios, se colocaron 300 pl de una solucién
de oligonucleétido en H,0 a 250 ng/ml a pH 7,4 en el preacondicionado. Filtros y centrifugados a 2000 g durante 16
minutos. Las muestras sin filirar y filtradas se analizaron mediante un ensayo ELISA para determinar las
concentraciones de oligonucledétidos. Se usaron tres réplicas para obtener una concentracién promedio para cada
muestra. La concentracion promedio de la muestra filtrada con respecto a la muestra no filtrada se usa para
determinar el porcentaje de oligonucledtido que se recupera a través del filiro en ausencia de plasma (% de
recuperacion).

[0398] Las muestras de plasma completo congeladas recogidas en K3-EDTA de voluntarios humanos normales y
libres de farmacos, monos cynomolgus y ratones CD-1, se compraron a Bioreclamation LLC (Westbury, NY). Los
oligonucledtidos de prueba se agregaron a alicuotas de plasma de 1,2 ml a dos concentraciones (5 y 150 pg/ml). Se
colocé una alicuota (300 pl) de cada muestra de plasma enriquecida en una unidad de filtro preacondicionada y se
incubo a 37°C durante 30 minutos, seguido inmediatamente de una centrifugacion a 2000 g durante 16 minutos. Se
analizaron alicuotas de muestras de plasma enriquecidas filtradas y sin filtrar mediante un ELISA para determinar la
concentracion de oligonucleétido en cada muestra. Se utilizaron tres réplicas por concentracion para determinar el
porcentaje promedio de oligonucleétido unido y no unido en cada muestra. La concentracion promedio de la muestra
filtrada con respecto a la concentracion de la muestra no filtrada se usa para determinar el porcentaje de
oligonucledtido en el plasma que no esta unido a proteinas plasmaticas (% no unido). Los valores finales de
oligonucledtidos no unidos se corrigen para una unién no especifica dividiendo el % no unido por el % de
recuperacion para cada oligonucleétido. El % final de los valores de oligonucledtidos unidos se determina restando
el % final de los valores no unidos de 100. Los resultados se muestran en la Tabla 94 para las dos concentraciones
de oligonucledtido analizadas (5 y 150 ug/ml) en cada especie de plasma. Los resultados muestran que los grupos
conjugados de GalNAc no tienen un impacto significativo en la uniéon a proteinas plasmaticas. Ademas, los
oligonucledtidos con enlaces internucledsidos completos de PS y enlaces mixtos de PO/PS se unen a las proteinas
plasmaticas, y aquellos con enlaces completos de PS se unen a las proteinas plasmaticas en mayor medida que
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aquellos con enlaces mixtos de PO/PS.

Tabla 94

Ejemplo 98: Evaluacion de los efectos proinflamatorios de los oligonucleétidos que comprenden un
conjugado GalNAc en el ensayo de hPMBC

[0399] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 96 y se ensayaron para efectos proinflamatorios en un ensayo
de hPMBC como se describe en los Ejemplos 23 y 24, (Consulte las Tablas 17, 70, 82 y 95 para las descripciones
de los oligonucleotidos). ISIS 353512 es un alto respondedor utilizado como control positivo, y los otros
oligonucledtidos se describen en las Tablas 70, 82 y 95, Los resultados mostrados en la Tabla 96 se obtuvieron
utilizando sangre de un donante voluntario. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que comprenden
enlaces internucledsidos PO/PS mixtos produjeron respuestas proinflamatorias significativamente mas bajas en
comparacion con los mismos oligonucleétidos que tienen enlaces PS completos. Ademas, el grupo conjugado de
GalNAc no tuvo un efecto significativo en este ensayo.

Tabla 96
lNS (I)S Emax/CEso g;‘fﬁi% Enlaces|CM
353512 {3630 n/a PS n/a
420915 (802 n/a PS n/a
682881 |1311 GalNAcs-10  |PS Ad
682888 |0,26 GalNAcs-10  |PO/PS |Aq

Ejemplo 99: Afinidades de uniéon de oligonucleétidos que comprenden un conjugado GalNAc para el
receptor de asialoglicoproteina

[0400] Las afinidades de union de los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 97 (ver Tabla 63 para las
descripciones de los oligonucleétidos) para el receptor de asialoglicoproteina se ensayaron en un ensayo de union
de receptor competitivo. El ligando competidor, la glicoproteina acida a1 (AGP), se incub6 en un tampodn de acetato
de sodio 50 mM (pH 5) con 1 U de neuraminidasa-agarosa durante 16 horas a 37°C, y se confirm6 >90% de
desialilacion mediante un ensayo de acido sidlico. o cromatografia de exclusién por tamafio (SEC). Se utilizé
monocloruro de yodo para yodar la AGP segun el procedimiento de Atsma et al. (ver J Lipid Res. 1991 Jan; 32 (1):
173-81). En este método, se afiadio glicoloteina a1 desialilada (de-AGP) a cloruro de yodo 10 mM, Na125l y glicina
1 M en 0,25 M NaOH. Después de la incubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente, se separo la de-AGP
marcada con '?%| de la 125l libre concentrando la mezcla dos veces utilizando una columna de centrifugacion de 3
KDMWCO. La proteina se ensayd para determinar la eficacia y la pureza del etiquetado en un sistema de HPLC
equipado con una columna Agilent SEC-3 (7,8x300 mm) y un contador B-RAM. Los experimentos de competicion
que utilizaron de-AGP marcado con 25| y varios ASO que contenian grupos de GalNAc se realizaron de la siguiente
manera. Las células HepG2 humanas (108 células/ml) se colocaron en placas de 6 pocillos en 2 ml de medio de
crecimiento apropiado. Se usaron medios MEM suplementados con suero bovino fetal al 10% (FBS), L-glutamina 2
mM y HEPES 10 mM. Las células se incubaron 16-20 horas a 37°C con 5% y 10% de CO; respectivamente. Las
células se lavaron con medio sin FBS antes del experimento. Las células se incubaron durante 30 min a 37°C con 1
ml de mezcla de competicion que contenia medios de crecimiento apropiados con 2% de FBS, 108 M 25 marcado
con de-AGP y grupo de GalNAc que contenia ASO a concentraciones que oscilaban entre 10" y 10 M. La union
no especifica se determind en presencia de 102 M de aztcar GalNAc. Las células se lavaron dos veces con medio
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sin FBS para eliminar de-AGP marcado con 2% no unido y competidor GalNAc ASO. Las células se lisaron
utilizando un tampén RLT de Qiagen que contenia 1% de mercaptoetanol. Los lisados se transfirieron a tubos de
ensayo de fondo redondo después de un breve ciclo de congelacidon/descongelacion de 10 minutos y se analizaron
en un contador y. La union no especifica se resté antes de dividir los recuentos de proteinas 2%l por el valor de los
recuentos de concentracion de GalNAc-ASO mas bajos. Las curvas de inhibicion se ajustaron de acuerdo con una
ecuacion de uniéon de competencia de un solo sitio utilizando un algoritmo de regresion no lineal para calcular las
afinidades de union (Kp).

[0401] Los resultados de la Tabla 97 se obtuvieron de experimentos realizados en cinco dias diferentes. Los
resultados de los oligonucleoétidos marcados con el superindice "a" son el promedio de los experimentos realizados
en dos dias diferentes. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de
GalNAc en el extremo 5’ se unen al receptor de asialoglicoproteina en células HepG2 humanas con una afinidad de
1,5 a 16 veces mayor que los oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de GalNAc en el extremo 3'.

Tabla 97
Resultados del ensayo de unién al receptor de asialoglicoproteinas
ISIS NO |Conjugado GalNAc Oligonucledtido extremo al que se une el conjugado GalNAcKp (nM)
6611613 GalNAcs-3 5 3,7
6668813 GalNAcz-10 5 76
666981 |GalNAcs-7 5 6,0
670061 |GalNAcs-13 5 7,4
6558613 GalNAcs-1 3 11,6
6778413 GalNAcz-19 3 60,8

Ejemplo 100: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado
GalNAc que apunta a Apo(a) in vivo

[0402] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 98a a continuacion se ensayaron en un estudio de dosis Unica
para determinar la duracién de la accién en ratones.

Tabla 98a
ASO modificado dirigido a APO(a)
ISIS N° Secuencias (5'a 3' Grupo GalNAcs | CM | SEQ ID N°
681251 |  GaINACrTwv ToGa"CaTo"Ca"CaGaTaTaGuGa | CalNAcs7a | PO 53
TeGa"CoaToaT G T T C.
681257 | GaINACITw v TaGu " CaTu " Cu ™ CaGaTaTaGaGs | CalNAcs7a | PO 53
TaGa"CaTaT G TaTa™C

La estructura de GalNAcs-7, se mostré en el Ejemplo 48.
Tratamiento

[0403] Los ratones transgénicos hembras que expresan Apo(a) humano se inyectaron cada uno por via subcutanea
una vez por semana, para un total de 6 dosis, con un oligonucleétido y una dosis enumerados en la Tabla 98b o con
PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 3 animales. Se extrajo sangre el dia antes de la dosis para determinar
los niveles de referencia de la proteina Apo(a) en plasma y a las 72 horas, 1 semana y 2 semanas después de la
primera dosis. Se realizaran extracciones de sangre adicionales a las 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas y 6
semanas después de la primera dosis. Los niveles de proteina Apo(a) en plasma se midieron utilizando un ELISA.
Los resultados en la Tabla 98b se presentan como el porcentaje promedio de los niveles plasmaticos de proteina
Apo(a) para cada grupo de tratamiento, normalizados a los niveles de referencia (% BL). Los resultados muestran
que los oligonucledtidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc mostraron una reduccion potente en Apo(a)
expresion. Este potente efecto se observd para el oligonucleétido que comprende enlaces internucledsidos de PS
completos y el oligonucleétido que comprende enlaces PO y PS mixtos.
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Tabla 98b

Niveles de proteina plasmatica Apo(a)

ISIS Dosificacion Apo(a) a72 horas (% Apo(a)a1semana (% Apo(a)a 3 semanas (%
NO (mg/kg) BL) BL) BL)
PBS n/a 116 104 107
681251 0,3 97 108 93
1,0 85 77 57
3,0 54 49 11
10,0 23 15 4
Niveles de proteina plasmatica Apo(a)
ISIS Dosificacion Apo(a) a 72 horas (% | Apo(a) a 1semana (% | Apo(a)a 3 semanas (%
NO (mg/kg) BL) BL) BL)
0,3 114 138 104
1,0 91 98 54
681257 3,0 69 40 6
10,0 30 21 4

Ejemplo 101: Inhibicion antisentido por oligonucleétidos que comprenden un grupo de GalNAc unido a
través de un resto estable

[0404] Los oligonucleodtidos enumerados en la Tabla 99 se analizaron para determinar la inhibicion de la expresion
de APOC-III de ratédn in vivo. Los ratones C57B1/6 se inyectaron cada uno por via subcutanea una vez con un
oligonucledtido listado en la Tabla 99 o con PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Cada ratdn
tratado con ISIS 440670 recibié una dosis de 2, 6, 20 o 60 mg/kg. Cada ratén tratado con ISIS 680772 o 696847
recibio 0,6, 2, 6 o 20 mg/kg. El grupo conjugado GalNAc de ISIS 696847 esta unido a través de un resto estable, un
enlace de fosforotioato en lugar de un enlace que contiene fosfodiéster facilmente escindible. Los animales fueron
sacrificados 72 horas después de la dosis. Los niveles de ARNm de APOC-IIl en el higado se midieron utilizando
PCR en tiempo real. Los niveles de ARNm de APOC-III se normalizaron a los niveles de ARNm de ciclofilina de
acuerdo con los protocolos estandar. Los resultados se presentan en la Tabla 99 como el porcentaje promedio de
los niveles de ARNm de APOC-IIl para cada grupo de tratamiento en relacion con el grupo de control de solucion
salina. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de GalNAc fueron
significativamente mas potentes que el oligonucledtido que carece de un grupo conjugado. Ademas, el
oligonucledtido que comprende un grupo conjugado de GalNAc unido al oligonucledtido a través de un resto
escindible (ISIS 680772) era incluso mas potente que el oligonucleétido que comprende un grupo conjugado de

GalNAc unido al oligonucleodtido a través de un resto estable (ISIS 696847).

Tabla 99
Oligonucleétidos modificados dirigidos a APOC-lIl de ratén
. Vo Dosificacion | APOC-IIl mRNA | SEQ
ISIS NO Secuencias (5’ a 3') CM (mg/kg) (% PBS) ID NO
2 92
CoALUL"CuTaTaTeALToToA 6 86
440670 P e o / 47
GaGaGaAs"Co AuGia "C oA e 20 59
60 37
0,6 79
GaINACHT oo "CoALGLTCLTLTATLA 2 58
680772) T, TeAuGaGaGaAs"CoAuGa"CLA PO 6 31 47
20 13
0,6 83
GaINACHT L CAGL CLT TaTaALTS | n/a 2 73
696847 47
FeALGaGaGaAs"Cou ALGL"(C (PS) 6 40
20 28

La estructura de GalNAcs-7, se mostré en el Ejemplo 48.
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Ejemplo 108: Inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado
GalNAc que apunta a Apo(a) in vivo

[0405] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 105 a continuacién se ensayaron en un estudio de dosis Unica
en ratones.

Tabla 105
ASO modificados dirigidos a Apo(a)
ISIS N°  Secuencias (5 'a 3') Grupo de CM SEQ
GalNAc3 ID NO
494372 T G "CouTo"Co"CaGaTaTaGuGaT oG n/a n/a 53
TaToGuTaTs™C

681251 GaINACrTvwToGa"CaTo"Ca™CaGaTaTaGaGe GalNAcs-7a PO 53

TaGa"CaTaT G T T

681255  GaINACr3 - T .G CuT " CuCoGaTaTaGuG GalNAcs-3a PO 53
FeGa"CaTaT ol ToT"C

681256  GaINACr10,- TG "C T CLCuGuToTLGuG GalNAcs-10a PO 53
TaGa"CaTaT G T T

681257  GaINACHT o To0 " CoT o ClCaGaToTaGuGa GalNAcs-7a PO 53
TaGa"CaTaTwGwTaT"C,

681258  GaINACr 13, TG0 "Cou T "C"CaGaToToGuGo GalNAcs-13a PO 33
TaGa"CaTaT G TaTo"C.

681260 4 1 N TG To T oG TaGu " CuTuT G, GalNAcs-19a Ag 53

T CaAL~GalNAe-19

La estructura de GalNAcs-7, se mostré en el Ejemplo 48.
Tratamiento

[0406] Los ratones transgénicos machos que expresan Apo(a) humano se inyectaron cada uno por via subcutanea
una vez con un oligonucledtido y la dosis enumerados en la Tabla 106 o con PBS. Cada grupo de tratamiento
consistio en 4 animales. La sangre se extrajo el dia antes de la dosis para determinar los niveles de referencia de la
proteina Apo(a) en plasma y en la primera semana después de la primera dosis. Se realizaran extracciones de
sangre adicionales semanalmente durante aproximadamente 8 semanas. Los niveles de proteina Apo(a) en plasma
se midieron utilizando un ELISA. Los resultados en la Tabla 106 se presentan como el porcentaje promedio de los
niveles plasmaticos de proteina Apo(a) para cada grupo de tratamiento, normalizados a los niveles iniciales (% BL).
Los resultados muestran que los oligonucleétidos antisentido reducen la expresion de la proteina Apo(a). Ademas,
los oligonucledtidos que comprenden un grupo conjugado GalNAc mostraron una reduccién aun mas potente en la
expresion de Apo(a) que el oligonucledtido que no comprende un grupo conjugado.

Tabla 106
Niveles de proteina plasmatica Apo(a)

ISIS NO|Dosificacion (mg/kg)/Apo(a) a 1 semana (% BL)

PBS n/a 143
494372 50 58
681251 10 15
681255 10 14
681256 10 17
681257 10 24
681258 10 22
681260 10 26
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Ejemplo 113: Oligonucleétidos modificados que comprenden un grupo conjugado de GalNAc que se dirige al
virus de las hepatitis B (VHB)

[0407] Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 108 a continuacién se disefiaron para dirigirse al VHB. En
ciertas realizaciones, el resto escindible es un enlace fosfodiéster.
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Tabla 108
Secuencias (5" a 3) SEQID
NO
GalNAc;-3- 3
Gesm CesAesGesAesGdsGdsTd sGdsAd sAd sGdsm CdsGdsAd sAesGesTesGesm Ce
GalNAc;-3- 3
Gesm CeeroGeeroGdsGdsTd sGdsAdsAd sGdsm Cd sGdsAd sAeoGeoTesGesm Ce
GalNAc;-7- 3
Gesm CesAesGesAesGdsGdsTd sGdsAd sAd sGdsm CdsGdsAd sAesGesTesGesm Ce
GalNAc3-7- 3
Ges™CeoAeoCGeoPeoCdsGds TdsGdsAdsAdsGds CdsGdsAdsAeoCeoTesGes " Ce
GalNAc3-10- 3
GesMCesAesGesAesGdsCds TdsCdsAdsAdsGds™ CdsGdsAdsAesGes TesGes™ Ce
GalNAc3-10- 3
Ges™CeoAe0CGeoPeoCdsGds TdsGdsAdsAdsGds CdsGdsAdsAeoCeoTesGes " Ce
GalNAc3-13- 3
Gesm CesAesGesAesGdsGdsTd sGdsAd sAd sGdsm CdsGdsAd sAesGesTesGesm Ce
GalNAc3-13- 3
Gesm CeeroGeeroGdsGdsTd sGdsAdsAd sGdsm Cd sGdsAd sAeoGeoTesGesm Ce
Gesm CesAesGesAesGdsGdsTd sGdsAd sAd sGdsm CdsGdsAd sAesGesTesGesm Ce'GE’lI NAcs- 3
19
GesMCeoAe0GeoPeoGdsGds TdsGdsAdsAdsGdsM CdsGdsAdsAeoCeoTesGes™ Ce- 3
GalNAc3-19
GalNAc3-24- 3
GesMCesAesGesPAesGdsGds TdsCdsAdsAdsGds™ CdsGdsAdsAesCes TesGes™ Ce
GalNAc3-24- 3
Ges™CeoAe0CeoPe0CdsCGds TdsGdsAdsAdsGds CdsGdsAdsAeoCeoTesGes " Ce
GalNAc3-25- 3
GesMCesAesGesAesGdsCds TdsGdsAdsAdsGds CdsCdsAdsAesCes TesGes Ce
GalNAc3-25- 3
Gesm CeeroGeeroGdsGdsTd sGdsAdsAd sGdsm Cd sGdsAd sAeoGeoTesGesm Ce

LISTADO DE SECUENCIAS

[0408]

<110> Isis Pharmaceuticals, Inc.
<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA MODULAR LA EXPRESION DE HBV Y TTR
<130> BIOL0248WO

<150> 61/818,442
<151> 2013-05-01

<150> 61/823,826
<151>2013-05-15
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<150> 61/843,887
<151>2013-07-08

<150> 61/871,673
<151>2013-08-29

<150> 61/880,790
<151>2013-09-20

<150> 61/976,991
<151> 2014-04-08

<150> 61/986,867
<151>2014-04-30

<160> 53

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 3182

<212> ADN

<213> Hepatitis B virus

<400> 1

aattccacaa
getggtgget
tcaatcttct
ctaggaccee
ccgecagagte
cttggccaaa
tgtcctggtt
ctatgcctca
ctaattccag
caaggaacct
tgtattccca

cgtttctect

ES 2730015 T3

cctttcacca
ccagttcagg
cgaggattgg
ttctegtgtt
tagactcgtg
attcgcagte
atcgetggat
tcttottgtt
gatcctcaac
ctatgtatcc
tcccatcate

ggctcagttt

aactctgcaa
agcagtaaac
ggaccctgeg
acaggcgggy
gtggacttct
cccaacctee
gtgtctgegg
ggttcttctg
caccagcacg
ctcctgttge
ctgggettte

actagtgcca

95

gatcccagag
cetgttecga
ctgaacatgg
tttttctigt
ctcaatttte
aatcactcac
cgttttatca
gactatcaag
ggaccatgcece
tgtaccaaac
ggaaaattcce

tttgttcagt

tgagaggcct
ctactgecte
agaacatcac
tgacaagaat
tagggggaac
caacctccetg
tcttectett
gtatgttgee
gaacctgcat
cttcggacgg
tatgggagtg
ggttcgtagg

gtatttccct
tcccttateg
atcaggattc
cctcacaata
taccgtgtgt
tcctccaact
catcctgetg
cgtttgtect
gactactgct
aaattgcacc
ggcctcagece

gctttececeee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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actgtttgge

tttcagttat
ttttaceget
asagagatgg
gccacaagaa
gcctattgat

qrLgg99gag
ctgogcacca
actgttcaag
asagaatttg
gtacgagatce
cattgttcac
actctagcta
agttatgtca
tgtctcactt
ogcactecte
actgttgtta
aggtctcaat
ttggactcat
tectcattgg

atgtgaacag

tacacaatgt

tttcacttte

ccgaccgace
gccggacegt
caccgaatgt
accgaccttg
gagattagat
gcaccatgca
cctocaaget
gagctactgt
ttctagatac
ctcaccatac
cctgggtyey
acactaatat
ttggaagaga
cagcttatag
gacqacqaqgg
cgcegegtcg

aaaacaccat

tttgtaggee

ES2730015T3

atggatgatg
gttaccaatt
ggttactcte
cacatcatac
tggaaagtat
ggttatcctg
tcgecaactt
caacggccag
atgggccate
ctcctageceg
tctgttgtee
tggatcctge
ccttcteggg
acggggcgca
gtgcacttcg
tgcccaaggt
aggcatactt
taaaggtctt
actttttcac
gtgccttggg
ggagttactc
cgectcaget
tgcactcagg
tgttaatttg
gggcctaaag
aaccgttata
accaccaaat
caggtcccet
cagaagatct
actttactgg
cttttoctaa

cacttacagt

tggtattggg
ttetttegte
tgaattttat
aaaaaatcaa
gtcaacgaat
cgttaatgce
acaaggcctt
gtctgtgeca
agegegtgeg
cttgttttge
tctcccgeaa
gcgggacgte
gtcgettggg
cctctcttta
cttcacctct
cttacataag
caaagactgt
tgtactagga
ctctgectaa
tggctttggg
tegtttttge
ctgtatcggg
caagcaatte
gaagatccag
ttcaggcaac
gagtatttgg
geccectatee
agaagaagaa
caateteggg
totttattet
tatacattta

taatgagaaa

96

ggccaagtet
tttgggtata
gggttatgte
agaatgtttt
tgtgggtett
cttgtatgea
tctgtgtaaa
agtgtttget
tggaaccttt
tcgcagcagg
atatacatcg
ctttgtttac
actctctcgt
cgeggactee
gcacgtcgca
aggactcttg
ttgtttaaag
ggctgtaggce
tcatctcttg
gcatggacat
cttctgactt
aagccttaga
tttgetgggy
catctagaga
tettgtggtt
tgtetttegg
tatcaacact
ctecotegee
aacctcaatg
tetactgtac

caccaagaca

agaagattge

gtacagcatc

catttaaacc

attggaagtt
agaaaacttc
trgggttteg
tgtattcaat
caatacctga
gacgcaacce
toggetecte
tctggagcaa
tatccatgge
gtceegtegg
ccecttctee
cegtctgtge
tggagaccac
gactctctge
actgggagga
ataaattggt
ttcatgtcct
cgacccttat
ctttccttca
gtctectgag
ggaactaatg
cctagtagtc
tcacatttct
agtgtggatt
tecggasact
togcagacga
ttagtattee
ctgtotttaa
ttatcaaaaa

aattgattat

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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97

gectgetagg ttttatccaa aggttaccaa atatttacca ttggataagg gtattaaace 2700
ttattatcca gaacatctag ttaatcatta cttccaaact agacactatt tacacactct 2760
atggaaggceg ggtatattat ataagagaga aacaacacat agcegectcat tttgtgggte 2820
accatattct tgggaacaag atctacagceca tggggcagaa tctttccacce agcaatccte 2880
tgggattctt tcccgaccac cagttggatce cagecttcag agcaaacaca gcaaatccag 2940
attgggactt caatcccaac aaggacacct ggecagacge caacaaggta ggagetggag 3000
cattcggget gggtttcace ccaccgeacqg gaggectttt ggggtggage cctcaggete 3060
agggcatact acaaactttg ccagcaaatc cgectectge ctocaccaat cgecagacag 3120
gaaggcagee tacccegetg totccacctt tgagaaacac tcatcctcag gecatgeagt 3180
99 3182

<210> 2

<211> 938

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
gttgactaag tcaataatca gaatcagcag gtttgcagtc agattggcag ggataagcag 60
cctagcetcag gagaagtgag tataaaagcc ccaggetggg agcagecatc acagaagtcec 120
actcattctt ggcaggatgg cttctcateg totgetecte ctetgecttg ctggactggt 180
atttgtgtcot gaggetggee ctacgggeac cggtgaatce aagtgtcocte tgatggtcaa 240
agttctagat getgtccgag geagtcoctge catcaatgtg gecgtgeatg tgttcagaaa 300
ggctgetgat gacacctggg agecatttge ctotgggaaa accagtgagt ctggagaget 360
gecatgggete acaactgagg aggaatttgt agaagggata tacaaagtgg aaatagacac 420
caaatcttac tggaaggcac ttggeatcte cccattccat gageatgeag aggtggtatt 480
cacagccaac gactceggee ccegecgeta caccattgec gecctgetga geccctacte 540
ctattccacce acggetgteg tcaccaatcce caaggaatga gggacttcte ctccagtgga 600
cctgaaggac gagggatggg atttcatgta accaagagta ttccattttt actaaagcag 660
tgttttcacc tcatatgcta tgttagaagt ccaggcagag acaataaaac attcctgtga 720
aaggcacttt tcattccact ttaacttgat tttttaaatt cccttattgt cccttccaaa 780
aaaaagagaa tcaaaatttt acaaagaatc aaaggaattc tagaaagtat ctgggcagaa 840
cgctaggaga gatccaaatt tccattgtct tgcaagcaaa gcacgtatta aatatgatct 900
gcagccatta aaaagacaca ttctgtaaaa aaaaaaaa 938
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<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 3
gcagaggtga agcgaagtgc 20

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 4
ccaatttatg cctacagcct 20

<210> 5

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 5
ggcatagcag caggatg 17

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 6
aggagttccg cagtatggat 20

<210> 7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 7

gtgaagcgaa gtgcacacgg 20
<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 8
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gtgcagaggt gaagcgaagt 20

<210> 9

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 9
aggtgaagcg aagtgc 16

<210> 10

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 10
tccgcagtat ggatcg 16

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 11
aatttatgcc tacagcct 18

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 12
tcttggttac atgaaatccc 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 13
cttggttaca tgaaatccca 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 14
ggaatactct tggttacatg 20

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15
tggaatactc ttggttacat 20

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 16
ttttattgtc tctgectgga 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 17
gaatgtttta ttgtctctge 20

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 18
aggaatgttt tattgtctct 20

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 19
acaggaatgt tttattgtct 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 20
agcttcttgt ccagctttat 20

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 21
agcttcttgt ccagctttat a 21

<210> 22

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 22
tcagtcatga cttc 14

<210> 23

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 23
tcagtcatga cttca 15

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 24
gctgattaga gagaggtccc 20

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 25
tcccatttca ggagacctgg 20

<210> 26

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético

<400> 26
atcagtcatg acttc 15

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27
cggtgcaagg cttaggaatt 20

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28
gcttcagtca tgacttcctt 20

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 29
gcttcagtca tgacttcctt a 21

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 30
agcttcagtc atgacttcct t 21

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 31
tggtaatcca ctttcagagg 20

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

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

<400> 32
tggtaatcca ctttcagagg a 21

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 33
tgcttcagtc atgacttcct t 21

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 34
cactgatttt tgcccaggat 20

<210> 35

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 35
cactgatttt tgcccaggat a 21

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 36
aagcttcttg tccagcttta t 21

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 37
acccaattca gaaggaagga 20

<210> 38

<211> 21

<212> ADN

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

<400> 38
acccaattca gaaggaagga a 21

<210> 39

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 39
aacccaattc agaaggaagg a 21

<210> 40

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 40
atggtaatcc actttcagag g 21

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 41
tcttggttac atgaaatccc 20

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 42
tcttggttac atgaaatccc a 21

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 43
attcactttc ataatgctgg 20

<210> 44

<211> 21
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 44
attcactttc ataatgctgg a 21

<210> 45

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 45
atcttggtta catgaaatcc c 21

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 46
atgcatggtg atgcttctga 20

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 47
cagctttatt agggacagca 20

<210> 48

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 48
cagctttatt agggacagca a 21

<210> 49

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 49
acagctttat tagggacagc a 21

<210> 50
<211> 16
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 50
ttcagtcatg acttcc 16

<210> 51

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(4)

<223> bases en estas posiciones son ARN

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(18)

<223> bases en estas posiciones son ARN

<400> 51
gcuucagtca tgactucc 18

<210> 52

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 52
tgctcegttg gtgcttgttc a 21

<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 53
tgctcegttg gtgcttgttc 20
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado y un grupo conjugado, en donde el oligonucleétido
modificado consta de 12 a 30 nucledsidos unidos y tiene una secuencia de nucleobases al menos 85%
complementaria a la SEQ ID NO: 1 que codifica el virus de la hepatitis B (VHB), y en donde el grupo conjugado
comprende:

HOOH 0 N O o
-0, AN O PN NN S

AcHN O

J
HOOH l
-0
HO ‘\/NO/\H:\{: 0

AcHN

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido modificado comprende al menos un azicar
modificado, opcionalmente en el que

a. al menos un azucar modificado:

i. es un azucar biciclico; y/o
ii. comprende un 2'-O-metoxietilo, un etil restringido o un puente 4’-(CH2) nO-2', en donde nes 1 0 2;

b. al menos un nucleésido comprende una nucleobase modificada, opcionalmente en donde la nucleobase
modificada es una 5-metilcitosina;
c. el grupo conjugado esta vinculado al oligonucleétido modificado en:

i. el extremo 5’ del oligonucleétido modificado; o
ii. el extremo 3’ del oligonucledtido modificado;

d. cada enlace internucledsido del oligonucleétido modificado se selecciona de un enlace internucledsido
fosfodiéster y un enlace internucledsido fosforotioato, opcionalmente en el que el oligonucleétido modificado
comprende:

i. al menos 5 enlaces internucleosidicos fosfodiéster; o
ii. al menos seis enlaces internucleosidicos de fosforotioato;

e. el oligonucledtido modificado es:

i. monocatenario o
ii. doble cadena;

f. el oligonucledtido modificado comprende:

un segmento hueco que consiste en desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala 5’ que consta de nucledsidos unidos;

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

en donde el segmento de la brecha se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento del ala 3' y en donde
cada nucledsido de cada segmento del ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo o azlcar etilico restringido,
en donde cada enlace internucledsido es un enlace fosforotioato; y en donde cada citosina es una 5-
metilcitosina;

g. la secuencia de nucleobases del oligonucleétido modificado es:

i. al menos 90% complementario a la SEQ ID NO: 1;
ii. al menos 95% complementario a la SEQ ID NO: 1; o
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iii. 100% complementario a la SEQ ID NO: 1;
h. el oligonucleétido modificado.
i. comprende la secuencia de nucleobases de cualquiera de las SEQ ID NO: 3-11; o
ii. consiste en nucledsidos enlazados que consisten en la secuencia de nucleobases de cualquiera de las

SEQ ID NO: 3-11;

i. el grupo conjugado comprende:

HOOH (o]
0]
Hoi\:woﬂml
AcHN 0.
HOOH o N O (o)
-0, L U e Vi T T "~
HoT ROt O  o{an—
AcHN (o)

en el que el resto escindible (CM) es un enlace o grupo que puede dividirse en condiciones fisiologicas; y/o
j. el grupo conjugado comprende:

HOOH o
o]
ol
AcHN 0
HOOH (o} N O o °
-0 A0 AN
OO TN \jﬁ N o-#-
AcHN o O
HQOH L /
Sy N -~
Ho-\/ysvo T):\u (e}
AcHN

3. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucledtido modificado consiste en 20 nucledsidos unidos
que tienen una secuencia de nucleobases que consiste en la SEQ ID NO: 3, y en el que el oligonucledtido
modificado comprende:

un segmento hueco que consta de diez desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala 5’ que consta de cinco nucledsidos unidos;

un segmento del ala 3’ que consta de cinco nucledsidos unidos;

en donde el segmento de la brecha se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento del ala 3', en donde
cada nucleosido de cada segmento del ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo, y en donde cada residuo de
citosina es una 5-metilcitosina.

4. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido modificado consiste en 20 nucledsidos unidos
que tienen una secuencia de nucleobases que consiste en la SEQ ID NO: 4, y en el que el oligonucledtido
modificado comprende:

un segmento hueco que consta de diez desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala 5’ que consta de cinco nucledsidos unidos;

un segmento del ala 3’ que consta de cinco nucledsidos unidos;

en donde el segmento de la brecha se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento del ala 3', en donde
cada nucleosido de cada segmento del ala comprende un azlcar 2'-O-metoxietilo, y en el que cada residuo de
citosina es una 5-metilcitosina.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucledtido modificado consiste en 20 nucledsidos unidos
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que tienen una secuencia de nucleobases que consiste en cualquiera de las SEQ ID NO: 7, 6 u 8, y en el que el
oligonucledtido modificado comprende:

un segmento hueco que consiste en 10 desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala 5’ que consiste en 6 nucledsidos unidos; y

un segmento del ala 3’ que consta de 4 nucledsidos unidos;

en donde el segmento de la brecha se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento del ala 3', en donde
cada nucleosido de cada segmento del ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo, y en donde cada residuo de
citosina es una 5-metilcitosina.

6. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucledtido modificado consiste en 17 nucledsidos unidos
que tienen una secuencia de nucleobases que consiste en la SEQ ID NO: 5, y en el que el oligonucleétido
modificado comprende:

un segmento hueco que consiste en 10 desoxinucledsidos unidos;

un segmento de ala 5’ que consta de 3 nucledsidos unidos; y

un segmento del ala 3’ que consta de 4 nucledsidos unidos;

en donde el segmento de la brecha se coloca entre el segmento del ala 5" y el segmento del ala 3', en donde
cada nucleosido de cada segmento del ala comprende un aztcar 2’-O-metoxietilo, y en donde cada residuo de
citosina es una 5-metilcitosina.

7. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucledtido modificado consiste en 16 nucledsidos unidos
que tienen una secuencia de nucleobases que consiste en la SEQ ID NO: 10, y en el que el oligonucledtido
modificado comprende:

un segmento hueco que consiste en 10 desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala 5’ que consiste en 2 nucledsidos unidos; y

un segmento del ala 3’ que consta de 4 nucledsidos unidos;

en el que el segmento de separacion se coloca entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3'; en donde los
2 nucledsidos enlazados del segmento del ala 5° comprenden un azicar 2'-O-metoxietilo y un azucar etilico
restringido en la direccion 5' a 3’ ; en donde los 4 nucletsidos enlazados del segmento del ala 3° comprenden un
azucar etilico restringido, un azucar 2'-O-metoxietilo, un azucar etilico restringido y un azucar 2'-O-metoxietilo en
la direccién 5'a 3’ ; y en el que cada residuo de citosina es una 5-metilcitosina.

8. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucledtido modificado consiste en 16 nucledsidos unidos
que tienen una secuencia de nucleobases que consiste en la SEQ ID NO: 9, y en el que el oligonucleétido
modificado comprende:

un segmento hueco que consiste en 10 desoxinucledsidos unidos;

un segmento de ala 5’ que consta de 3 nucledsidos unidos; y

un segmento del ala 3’ que consta de 3 nucledsidos unidos;

en el que el segmento de separacion se coloca entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3'; en donde los
3 nucledsidos enlazados del segmento del ala 5 comprenden un azucar 2'-O-metoxietilo, un azucar etilico
restringido y un azucar etilico restringido en la direccion 5' a 3’ ; en donde los 3 nucledsidos enlazados del
segmento del ala 3' comprenden un azucar etilico restringido, un azucar etilico restringido y un aztcar 2'-O-
metoxietilo en la direccién 5' a 3’; y en el que cada residuo de citosina es una 5-metilcitosina.

9. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido modificado consiste en 18 nucledsidos unidos
que tienen una secuencia de nucleobases que consiste en la SEQ ID NO: 11, y en el que el oligonucledtido
modificado comprende:

10.

un segmento de brecha que consiste en 8 desoxinucledsidos unidos;

un segmento del ala 5’ que consta de 5 nucledsidos unidos; y

un segmento del ala 3’ que consta de 5 nucledsidos unidos;

en el que el segmento de separacion se coloca entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3'; en donde los
5 nucledsidos enlazados del segmento del ala 5° comprenden un azucar etilico restringido, un azucar desoxi, un
azucar etilico restringido, un azucar desoxi y un azucar etilico restringido en la direcciéon 5' a 3’ ; en donde cada
uno de los 5 nucledsidos enlazados del segmento del ala 3° comprende un azucar 2'-O-metoxietilo; y en el que
cada residuo de citosina es una 5-metilcitosina.

El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 3-9, en el que
a. cada enlace internucleosido del oligonucledtido modificado es un enlace fosforotioato;
b. cada enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado se selecciona de un enlace internucledsido

fosfodiéster y un enlace internucledsido fosforotioato;
c. el oligonucleétido modificado comprende al menos 2 enlaces internucleosidicos de fosfodiéster;
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d. el oligonucledtido modificado comprende menos de 14 enlaces fosforotioato, opcionalmente en el que el
oligonucledtido modificado comprende menos de 13 enlaces fosforotioato; o
e. El oligonucledtido modificado es monocatenario.

11. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto consiste en la férmula:

. \A "
) 1 —
<y N—
N~ 1
) Nt
—
Nt
N~—
Nt
Nt
N
N—
Nt
Nt
N oy
Nt

, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

12. Una composicion que comprende el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 y un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

13. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, o la composicién de la reivindicacién 12, para uso
en el tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccién relacionada con el VHB, opcionalmente en el que la
enfermedad, trastorno o afeccion es ictericia, inflamacion del higado, fibrosis hepatica., inflamacion, cirrosis
hepatica, insuficiencia hepatica, cancer de higado, enfermedad inflamatoria hepatocelular difusa, sindrome
hemofagocitico, hepatitis sérica, viremia por VHB o trasplante relacionado con enfermedad hepatica.

14. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, o la composicién de la reivindicacién 12, para uso

en la reduccion de los niveles de antigeno de HBV en un sujeto infectado con HBV, opcionalmente en el que el
antigeno de HBV es HBsAG o HBeAG.
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