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DESCRIPCION
Agentes terapéuticos de base aptameros Uutiles en el tratamiento de trastornos relacionados con complemento
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Lainvencion se refiere generalmente al campo de los acidos nucleicos y mas particularmente a aptameros
que pueden unirse a la proteina C5 del sistema de complemento, utiles como agentes terapéuticos y de diagnostico
en trastornos cardiacos, inflamatorios y autoinmunes relacionados con el complemento, lesion por reperfusion
isquémica y/o otras enfermedades o trastornos en los que esta implicada la activacion del complemento mediada por
C5. La invencion se refiere ademas a materiales y a procedimientos para la administraciéon de aptameros que
pueden unirse a la proteina del sistema del complemento C5.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Los aptameros son moléculas de acido nucleico que tienen afinidad de union especifica a moléculas a
través de interacciones distintas del apareamiento de bases de Watson-Crick clasico.

[0003] Los aptameros, al igual que los péptidos generados por expresion en fago o anticuerpos monoclonales
("mAbs"), pueden unirse especificamente a dianas seleccionadas y modular la actividad de la diana, por ejemplo,
mediante la unién de aptameros puede bloquearse el funcionamiento de la capacidad de su diana. Descubiertos por
un procedimiento de seleccion in vitro de conjuntos de oligonucleétidos de secuencias al azar, se han generado
aptameros para mas de 100 proteinas que incluyen factores de crecimiento, factores de transcripcion, enzimas,
inmunoglobulinas y receptores. Un aptamero tipico tiene 10-15 kDa de tamafo (30-45 nucleétidos), se une a su
diana con afinidad subnanomolar y discrimina a dianas estrechamente relacionadas (por ejemplo, los aptameros no
se uniran normalmente a otras proteinas de la misma familia de genes). Una serie de estudios estructurales ha
mostrado que los aptameros pueden usar los mismos tipos de interacciones de union (por ejemplo, enlaces de
hidrégeno, complementariedades electrostaticas, contactos hidréfobos, exclusion estérica) que accionan la afinidad
y la especificidad en inmunocomplejos.

[0004] Los aptameros tienen varias caracteristicas deseables para su uso como agentes terapéuticos y de
diagndstico que incluyen alta especificidad y afinidad, eficacia bioldgica y excelentes propiedades farmacocinéticas.
Ademas, ofrecen ventajas competitivas especificas con respecto a anticuerpos y otros agentes biolégicos proteicos,
por ejemplo:

1) Velocidad v control. Los aptameros se producen por un procedimiento completamente in vitro que permite la
rapida generacion de cabezas de serie iniciales, que incluyen cabezas de serie terapéuticas. La seleccion in vitro
permite que la especificidad y la afinidad del aptamero se controle exhaustivamente y permite la generacion de
cabezas de serie, incluyendo cabezas de serie contra dianas tanto toxicas como no inmunogénicas.

2) Toxicidad e inmunogenicidad. Los aptameros como clase han demostrado poca o ninguna toxicidad o
inmunogenicidad. En una dosificacion crénica de ratas o marmotas con altos niveles de aptamero (10 mg/kg al dia
durante 90 dias) no se observé ninguna toxicidad por ninguna medida clinica, cellar o bioquimica. Mientras que la
eficacia de muchos anticuerpos monoclonales puede estar gravemente limitada por la respuesta inmunitaria a los
propios anticuerpos, es extremadamente dificil provocar anticuerpos dirigidos contra aptameros, lo mas
probablemente debido a que los aptameros no pueden presentarse por linfocitos T mediante el MHC y la respuesta
inmunitaria esta generalmente entrenada para no reconocer fragmentos de acido nucleico.

3) Administracion. Mientras que la mayoria de los agentes terapéuticos de anticuerpos actualmente aprobados se
administran por infusion intravenosa (normalmente durante 2-4 horas), los aptameros pueden administrarse por
inyeccion subcutanea (la biodisponibilidad del aptamero por administracion subcutanea es >80% en estudios en
mono (Tucker y col., J. Chromatography B. 732: 203-212, 1999)). Con buena solubilidad (>150 mg/ml) y peso
molecular comparativamente bajo (aptamero: 10-50 kDa; anticuerpo: 150 kDa), una dosis semanal de aptamero
puede administrarse por inyeccion en un volumen inferior a 0,5 ml. Ademas, el pequefio tamafio de los aptameros
permite que penetren en el area de limitaciones conformacionales que no permite que penetren anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos, que presenta todavia otra ventaja de los agentes terapéuticos basados en aptameros o
profilaxis.

4) Escalabilidad y coste. Los aptameros terapéuticos se sintetizan quimicamente y por consiguiente pueden
escalarse facilmente segun se necesite para cumplir la demanda de produccion. Mientras que las dificultades en el
escalado de la produccion estan limitando actualmente la disponibilidad de algunos agentes bioldgicos y el coste de
capital de una planta de produccién de proteinas a gran escala es enorme, un unico sintetizador de oligonucleétidos
a gran escala puede producir mas de 100 kg/afio y requiere una inversion inicial relativamente modesta. El coste
actual de los articulos para la sintesis de aptameros a la escala de kilogramo se estima en 500 $/g, comparable al de
anticuerpos altamente optimizados. Se esperan mejoras continuas en el desarrollo de procedimientos para reducir el
coste de los articulos a <100 $/g en cinco afios.

5) Estabilidad. Los aptameros terapéuticos son quimicamente consistentes. Estan intrinsecamente adaptados para
recuperar la actividad tras la exposicion a factores tales como calor y desnaturalizantes y pueden almacenarse
durante periodos prolongados (>1 afio) a temperatura ambiente como polvos liofilizados.
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El Sistema del Complemento

[0005] El sistema del complemento comprende un conjunto de al menos 20 proteinas del plasma y de membrana,
que actuan juntas en un sistema de cascada regulado para atacar las formas extracelulares de los patégenos (por
ejemplo, bacterias). El sistema del complemento incluye dos cascadas de activacion enzimatica distintas, las vias
clasica y alternativa (figura 1), y una via no enzimatica conocida como la via de ataque a membrana.

[0006] La primera cascada activada enzimaticamente, conocida como la via clasica, comprende varios
componentes, C1, C4, C2, C3 y C5 (enumerados por orden en la via). El inicio de la via clasica del sistema del
complemento ocurre después de la union y la activacion del primer componente del complemento (C1) tanto
mediante los activadores inmunes como los no inmunes. C1 comprende un complejo dependiente del calcio de los
componentes C1q, C1ry C1s, y se activa a través de la unién del componente C1q. C1q contiene seis subunidades
idénticas, y cada subunidad comprende tres cadenas (las cadenas A, B y C). Cada cadena tiene una regién superior
globular, que esta conectada a una cola similar al colageno. La unién y activacion de C1q por los inmunocomplejos
tiene lugar a través de la regidon del grupo superior de C1g. Numerosos activadores de C1q que no son de
anticuerpo, incluyendo proteinas, lipidos y acidos nucleicos, se unen a y activan C1q a través de un sitio distinto en
la region del tallo similar al colageno. Después, el complejo C1qrs cataliza la activacion de los componentes del
complemento C4 y C2, formando el complejo C4bC2a, que funciona como una convertasa de C3.

[0007] La segunda cascada activada enzimaticamente, conocida como la via alternativa, es una ruta rapida,
independiente del anticuerpo para la activacion y amplificacion del sistema del complemento. La via alternativa
comprende varios componentes, C3, Factor B y Factor D (enumerado por orden en la via). La activacion de la via
alternativa ocurre cuando C3b, una forma de escision proteolitica de C3, se une a un agente superficial activador, tal
como una bacteria. Entonces, el Factor B se une a C3b, y se escinde por el Factor D para producir la enzima activa,
Ba. Después, la enzima Ba escinde mas cantidad de C3 para generar mas C3b, produciendo un extenso depdsito de
complejos C3b-Ba sobre la superficie activadora.

[0008] Asi, tanto la via clasica como la alternativa del complemento producen convertasas de C3 que dividen el
factor C3 en C3a y C3b. En este punto, ambas convertasas de C3 se montan ademas en las convertasas de C5
(C4b2a3b y C3b3bBb). Estos complejos escinden posteriormente el componente C5 del complemento C5 en dos
componentes: el polipéptido C5a (9 kDa) y el polipéptido C5b (170 kDa). El polipéptido C5a se une a un receptor
acoplado a la proteina G 7 transmembrana, que se asocio originalmente con los leucocitos y ahora se sabe que se
expresa en una variedad de tejidos, incluyendo los hepatocitos y las neuronas. La molécula de C5a es el
componente quimiotactico primario del sistema del complemento humano, y puede desencadenar una diversidad de
respuestas bioldgicas, incluyendo la quimiotaxis del leucocito, contraccion del musculo liso, activacion de las vias de
la transduccién de seial intracelular, adhesion endotelial a neutréfilos, liberacion del mediador de citocina y lipido y
formacion de oxidantes.

[0009] EI fragmento C5b mas grande se une secuencialmente a componentes posteriores de la cascada del
complemento, C6, C7, C8 y C9 para formar el complejo de ataque a membrana C5b-9 ("MAC"). EIl MAC C5b-9
puede lisar directamente los eritrocitos, y en cantidades mayores, es litico para los leucocitos y dafa los tejidos, tales
como las células musculares, epiteliales y endoteliales. En cantidades subliticas, el MAC puede estimular la
regulacion por aumento de las moléculas de adhesion, el aumento del calcio intracelular y la liberacion de citocina.
Ademas, el MAC C5b-9 puede estimular células tales como las células endoteliales y las plaquetas sin causar la lisis
celular. Los efectos no liticos de C5a y el MAC C5b-9 son algunas veces bastante similares.

[0010] Aunque el sistema del complemento tiene una funcién importante en el mantenimiento de la salud, tiene el
potencial de provocar o contribuir a la enfermedad. Por ejemplo, el sistema del complemento se ha implicado en los
efectos secundarios relacionados con la cirugia de revascularizacion coronaria ("CABG"), numerosas enfermedades
y/o afecciones renales, reumatologicas, neuroldgicas, dermatolégicas, hematolégicas, vasculares/pulmonares,
alérgicas, infecciosas y de biocompatibilidad/shock, y retinopatia diabética. El sistema del complemento no es
necesariamente la Unica causa de una patologia, pero puede ser uno de varios factores que contribuyen a la
patogénesis.

[0011] En Fitch y col.,, Circ. 100: 2499-506 (1999), se probaron los efectos del fragmento de anticuerpo
monocatenario anti-C5 Pexelizumab en pacientes que se someten a una cirugia de revascularizacién coronaria con
bypass cardiopulmonar ("BCP"). A pacientes individuales se les administré6 Pexelizumab en una dosis de un solo
bolo de 10 minutos justo antes del BCP a 0,5 mg/kg, 1,0 mg/kg y 2,0 mg/kg. Se extrajeron muestras de sangre y se
ensayaron para observar la actividad del complemento antes de la dosis, 5 minutos después de la dosis, después de
5 min a 28 °C, después del inicio del recalentamiento, después de 5 min a 37 °C, y hasta 7 dias después del BCP. El
analisis farmacodinamico demostré una inhibicién dependiente de la dosis significativa de la actividad hemolitica del
complemento durante hasta 14 horas a una dosis de 2 mg/kg, y la generacion de subproductos proinflamatorios del
complemento (sC5b-9) se inhibié de forma eficaz de una forma dependiente de la dosis. Sin embargo, como se ha
mencionado previamente, los agentes terapéuticos de anticuerpos tienen ciertas limitaciones.

[0012] EI documento WO 99/41271 A1 describié procedimientos para identificar y preparar Ligandos de Acidos
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Nucleicos de alta afinidad para Proteinas del Sistema de Complemento C1q, C3 y C5, incluyendo ligandos de ARN
identificados por el método SELEX. Ambati J et al. Nature Medicine, vol. 9, No. 11, 1390-1397 describié un modelo
animal de degenaracion macular relacionada con la edad asociada con C5.

[0013] Por consiguiente, seria beneficioso tener inhibidores novedosos del sistema de complemento para su uso
agentes terapéuticos y de diagndstico en el tratamiento de trastornos relacionados con el complemento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0014] La figura 1 es una ilustracion que representa las vias clasica y alternativa del sistema del complemento.

La figura 2 es una representacion esquematica del procedimiento de seleccién de aptameros in vitro (SELEX™) a
partir de conjuntos de oligonucleétidos de secuencias al azar.

La figura 3A es una ilustraciéon que representa la secuencia nucleotidica y la estructura secundaria de un aptamero
anti-C5 (SEQ ID NO: 1), en la que los residuos subrayados son residuos de 2'-H pirimidina o residuos de 2'-fluoro
pirimidina, los residuos en recuadros son residuos de 2'-fluoro pirimidina o residuos de 2'-OMe pirimidina, y los
residuos indicados por una flecha (—), representan residuos que deben contener una modificacién con 2'-fluoro.

La figura 3B es una ilustracidon que representa la secuencia nucleotidica y la estructura secundaria del aptamero
anti-C5 ARC330 (SEQ ID NO: 2), en la que los residuos en un circulo son residuos de 2'-H, los residuos de
pirimidina estan sustituidos con 2'-fluoro, y la mayoria de los residuos de purina estan sustituidos con 2-OMe,
excepto por los tres residuos de 2'-OH purina mostrados en contorno.

La figura 3C es una ilustracién que representa la secuencia nucleotidica y la estructura secundaria del aptamero
anti-C5 ARC186 (SEQ ID NO: 4), en la que todos los 21 residuos de pirimidina tienen modificaciones de 2'-fluoro y la
mayoria de las purinas (14 residuos) tienen modificaciones de 2'-OMe, excepto por los tres residuos de 2'-OH purina
mostrados en contorno.

La figura 4 es una ilustracion de un PEG ramificado de 40 kD (1,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-2-(4'-butamida).

La figura 5 es una ilustracion de un PEG ramificado de 40 kD (1,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-2-(4'-butamida), unido
al extremo 5' de un aptamero.

La figura 6 es una ilustracion que representa diversas estrategias para la sintesis de conjugados de PEG-acido
nucleico de alto peso molecular.

La figura 7A es una grafica que compara la inhibicién dependiente de la dosis de la hemdlisis mediante los
aptameros anti-C5 PEGilados (ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658 (SEQ ID NO: 62), y ARC187 (SEQ ID NO: 5)), a
un aptamero anti-C5 no PEGilado (ARC186 (SEQ ID NO: 4)); la figura 7B es una tabla de los valores de Clso de los
aptameros utilizados en el ensayo de hemodlisis representado en la figura 7A; la figura 7C es una grafica que
compara la inhibicion dependiente de la dosis de la hemdlisis por los aptameros anti-C5 PEGilados ARC187 (SEQ ID
NO: 5), ARC1537 (SEQ ID NO: 65), ARC1730 (SEQ ID NO: (66), y ARC1905 (SEQ ID NO: 67); la figura 7D es una
tabla de los valores de Cls de los aptameros utilizados en el ensayo de hemdlisis representado en la figura 7C.

La figura 8 es una grafica del porcentaje de inhibicion de la hemdlisis por el aptamero anti-C5, ARC658 (SEQ ID NO:
62), del complemento de suero de macaco cynomolgus frente al complemento de suero humano.

La figura 9 es una grafica que representa la union de ARC186 (SEQ ID NO: 4) a la proteina C5 purificada tanto a 37
°C y a temperatura ambiente (23 °C) después de una incubacién de 15 minutos.

La figura 10 es otra grafica que representa la union de ARC186 (SEQ ID NO: 4) a la proteina C5 purificada tanto a
37 °C y a temperatura ambiente (23 °C), después de una incubacién de 4 horas.

La figura 11 es una grafica que muestra el curso cronoldgico de la disociacion del complejo C5-ARC186 a 23 °C.

La figura 12 es una grafica que muestra el curso cronolégico del equilibrio en la formacién del complejo C5-ARC186
a23°C.

La figura 13 es una grafica que representa ARC186 (SEQ ID NO: 4), que se une a la proteina C5 frente a los
componentes de la proteina corriente arriba y corriente abajo en la cascada del complemento.

La figura 14 es una grafica que representa el porcentaje de ARC186 radiomarcado (SEQ ID NO: 4) que se une a C5
en la presencia un competidor no marcado ARC186 (SEQ ID NO: 4), ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658 (SEQ ID
NO: 62) o ARC187 (SEQ ID NO: 5).

La figura 15 es una grafica que representa la cantidad de la proteina del complemento 5Sb producida en muestras
de sangre incubadas durante 5 horas a 25 °C y 37 °C en presencia de concentraciones variables del aptamero
ARC186 (SEQ ID NO: 4).

La figura 16 es una grafica que representa el porcentaje de la inhibicion del complemento por ARC187 (SEQ ID NO:
5) en presencia de zymosan en suero humano no diluido, sangre completa humana citrada o suero de mono
cynomolgus.

La figura 17 es una grafica que muestra que ARC658 (SEQ ID NO: 62) inhibe completamente la activacion del
complemento (C5a) en el modelo de bucle de tubos descrito en el Ejemplo 1D.

La figura 18 es una grafica que representa las constantes de disociacion para la Ronda 10 de los conjuntos de
seleccion de C5. Las constantes de disociacion (Kq) se calcularon ajustando los datos a la ecuacion: fraccion de
ARN unido = amplitud*Kd/(Kq + [C5]). "ARC520" (SEQ ID NO: 70), se refiere a la agrupacion dRmY no seleccionada
sin tratar y "+" indica la presencia del competidor (0,1 mg/ml de ARNt, 0,1 mg/ml de ADN de esperma de salmén).

La figura 19 es una grafica que representa las curvas de la constante de disociacion del clon C5. Las constantes de
disociacion (Kq) se calcularon ajustando los datos a la ecuacion: fraccion de ARN unido = amplitud*Ky/(Kq + [C5]).

La figura 20 es una grafica que representa una curva de Clsp que ilustra el efecto inhibidor en la actividad de la
hemolisis de concentraciones variables del clon del aptamero anti-C5 ARC913 (SEQ ID NO: 75) en comparacion con
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ARC186 (SEQ ID NO: 4).

La figura 21 es una ilustracion que representa la estructura de ARC187 (SEQ ID NO: 5).

La figura 22 es una ilustracion que representa la estructura de ARC1905 (SEQ ID NO: 67).

La figura 23 es una tabla que expone el disefio experimental del primer estudio de corazén perfundido aislado.

La figura 24 es una grafica que compara los trazos de la presién para la presion intraventricular en el ventriculo
izquierdo (LV) de un corazén aislado expuesto a plasma humano (A) con los trazos de la presion LVP de un corazon
aislado expuesto a la solucién del aptamero de control (B).

La figura 25 es una grafica que compara los trazos de la presién para la presion intraventricular en el ventriculo
izquierdo (LV) de los corazones aislados expuestos a las soluciones de aptamero/C5 10 x y 50 x equivalentes
molares (donde se asume una concentracion de aproximadamente 500 nM supone para C5 en el plasma humano
normal no diluido).

La figura 26 es una grafica que compara los cambios de la frecuencia cardiaca en latidos por minuto (Ipm) en
corazones de ratén aislados después de la exposicion al plasma humano y diversas soluciones de plasma/aptamero.
La figura 27 es una grafica que compara los cambios en el peso del corazén en corazones de ratén aislados antes y
después de la exposicion al plasma humano, que contiene una relacion molar 0-1 x de ARC186 (SEQ ID NO: 4)
(corazones que fallan), o una relacion molar de 10-50 x (corazones protegidos con el aptamero C5).

La figura 28 es una grafica que compara la produccion relativa de C5a en el plasma humano, que contiene
concentraciones variables de aptamero, después de la perfusién a través de los corazones de ratén aislados. Las
concentraciones relativas de C5a se representan en forma de grafica como unidades de absorbancia (Abs), donde
las lecturas mas altas reflejan la presencia de niveles mas altos de C5a.

La figura 29 es una grafica que compara la produccion relativa de C5b-9 soluble en plasma humano que contiene
concentraciones variables de aptamero, después de la perfusién a través de corazones de ratén aislados.

La figura 30 es una grafica que muestra el efecto de ARC186 (SEQ ID NO: 4) en la escision de C3 en el efluente de
corazon de raton.

La figura 31 es una tabla que muestra los resultados de la tincién inmunohistoquimica para el estudio del corazén de
ratén perfundido aislado.

La figura 32 es una tabla que muestra la relacion molar de ARC658 (SEQ ID NO: 62) necesaria en suero humano o
de primate, para proteger el corazén del dafio mediado por C5b.

La figura 33 es una grafica que muestra una grafica logaritmica-lineal del porcentaje restante de ARC186 de longitud
completa, como una funcion del tiempo de incubacion en plasma de rata y de macaco cynomolgus.

La figura 34 es una tabla que muestra el disefio experimental del estudio farmacocinético realizado en ratas
Sprague-Dawley como se describe en el Ejemplo 5.

La figura 35 es una tabla que muestra la concentracion media en plasma de ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658
(SEQ ID NO: 62) o ARC187 (SEQ ID NO: 5) frente al tiempo en ratas Sprague-Dawley.

La figura 36 es una grafica que representa la concentracion media en plasma de ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658
(SEQ ID NO: 62) y ARC187 (SEQ ID NO: 5) con el tiempo, después de la administracion intravenosa del aptamero
en ratas.

La figura 37 es una tabla que muestra el analisis no compartimentado de los datos de la concentracién frente al
tiempo representado en las figuras 35 y 36.

La figura 38A es una tabla que muestra el disefio para el estudio farmacocinético de ARC187 (SEQ ID NO: 5) y
ARC1905 (SEQ ID NO: 67) en ratones; la figura 38B es una grafica que representa el perfil farmacocinético de
ARC187 (SEQ ID NO: 5) y ARC1905 (SEQ ID NO: 67) en ratones CD-1 después de la administracion de un solo
bolo IV; la figura 38C es una tabla que muestra el analisis no compartimentado de los datos de la concentracion
frente al tiempo representados en la figura 38B.

La figura 39 es una tabla que muestra la deteccion de los aptameros enumerados en el tejido de corazon de raton
después de la administracion intravenosa.

La figura 40 es una tabla que muestra el disefio experimental del Estudio 1 en animales, descrito en el Ejemplo 5E.
La figura 41 es una tabla que muestra la concentracion en plasma del aptamero frente al tiempo después de la
administracion de un bolo intravenoso de aptamero a macacos cynomolgus.

La figura 42 es una tabla que enumera los parametros farmacocinéticos para ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658
(SEQ ID NO: 62) y ARC187 (SEQ ID NO: 5), administrados por via intravenosa a macacos cynomolgus en el Estudio
1

Las figuras 43(a) y 43 (c) son graficas que representan las concentraciones en plasma de sC5b-9 y C5a con el
tiempo después de la administracion intravenosa de los aptameros anti-C5 ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658
(SEQ ID NO: 62), o ARC187 (SEQ ID NO: 5) a macacos cynomolgus; las Figuras 43(b) y 43(d) son graficas que
representan las concentraciones en plasma de sC5b-9 y C5a frente a la concentracion de los aptameros anti-C5,
ARCB657 (SEQ ID NO: 61), ARC658 (SEQ ID NO: 62), o ARC187 (SEQ ID NO: 5).

La figura 44 es una tabla que muestra el disefio experimental del Estudio 2, descrito en el Ejemplo 5F.

La figura 45 es una grafica que muestra la concentraciéon media en plasma del aptamero a varios puntos de
medicion después de la administracion intravenosa de ARC658 (SEQ ID NO: 62), o ARC187 (SEQ ID NO: 5) a
macacos cynomolgus.

La figura 46 es una tabla que muestra dos analisis compartimentados de los datos de la concentracion frente al
tiempo después de la administracion intravenosa de un bolo de aptamero a macacos cynomolgus.

La figura 47 es una grafica que representa la concentracion de C5b-9 frente a la concentracion de ARC187 (SEQ ID
NO: 5) o ARC658 (SEQ ID NO: 62) en presencia de zymosan en plasma de macaco cynomolgus.

La figura 48 es una grafica que representa la concentracion de C5a frente a la concentraciéon de ARC187 (SEQ ID
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NO: 5) o ARC658 (SEQ ID NO: 62) en presencia de zymosan en plasma de macaco cynomolgus.

La figura 49 es una tabla que resume el estudio de PK-PD de ARC187 (SEQ ID NO: 5) durante y después de la
administracion de un bolo IV mas infusion a macacos cynomolgus.

La figura 50 es una tabla que resume los parametros farmacocinéticos para ARC187 (SEQ ID NO: 5) en macacos
cynomolgus después de la administracion de un bolo IV.

La figura 51 es una grafica que representa los perfiles farmacocinéticos calculados y medidos realmente de ARC187
(SEQ ID NO: 5) durante y después de la administracion de un bolo IV mas infusion a macacos cynomolgus.

La figura 52 es una grafica que muestra que los niveles en plasma de ARC187 activo (SEQ ID NO: 5) que
permanecen constantes durante y después de la administracion de un bolo IV mas infusidon a macacos cynomolgus.
La figura 53 es una tabla que muestra los requisitos de dosificacion humanos predichos para los aptameros anti-C5
en la cirugia CABG.

La figura 54 es una grafica que representa que ARC187 (SEQ ID NO: 5) relativamente no tiene efecto in vitro en la
coagulacién como se mide por el tiempo de protrombina (PT) y el tiempo de tromboplastina parcial activado (APTT).
La figura 55 es una tabla que resume los efectos in vitro de ARC187 (SEQ ID NO: 5) en la actividad de
anticoagulacion de la heparina, y la actividad procoagulacion de la protamina.

La figura 56 es una grafica que muestra que ARC187 (SEQ ID NO: 5) no afecta la inversion de la anticoagulacion de
heparina in vivo.

La figura 57 es una grafica que muestra que la heparina y la protamina no tienen efecto en la funcion anti-
complemento de ARC187 (SEQ ID NO: 5), medida por la inhibicién de la activacion del complemento de zymosan.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0015] La presente invencion proporciona materiales y procedimientos para el tratamiento, prevencion y mejora de
una enfermedad relacionada con el complemento, tal como se define en las reivindicaciones. En una realizacién de
la presente descripcion, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica de acuerdo con
ARC186 (SEQ ID NO: 4) que tiene PEG conjugado a su extremo 5'. En realizaciones particulares, este conjugado de
aptamero ARC186/PEG comprende sustancialmente la misma afinidad de unién para la proteina del complemento
C5 como un aptamero que comprende la secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 4. Sustancialmente la misma
afinidad de unién, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una diferencia de no mas de
aproximadamente 2 a diez veces, preferiblemente, una diferencia de no mas de 2 a cinco veces en las constantes
de disociacion medidas mediante el analisis por transferencia “dot blot”. En algunas realizaciones, las constantes de
disociacion se miden mediante analisis de transferencia “dot blot” por competicién, tal como se describe en el
Ejemplo 1A a continuacion. En algunas realizaciones, el conjugado de aptamero/PEG comprende una semivida,
preferiblemente la semivida terminal en un modelo de dos compartimientos, de al menos 15 horas, preferiblemente
al menos 24 horas, mas preferiblemente al menos 48 horas en primates. En algunas realizaciones, el conjugado de
aptamero/PEG comprende una semivida, preferiblemente la semivida terminal en un modelo de dos compartimentos,
de al menos 10, preferiblemente al menos 15 horas en ratas. El conjugado de PEG para el extremo 5' de ARC186
(SEQ ID NO: 4), es un PEG de 40 kDa. En realizaciones particulares, el PEG de 40 kDa es un PEG ramificado. En
algunas realizaciones, el PEG de 40 kDa ramificado es 1,3-bisimPEG-[20 kDa])-propil-2-(4'-butamida). En otras
realizaciones, el PEG de 40 kDa ramificado es 2,3-bis(mPEG-[20 kDal])-propil-1-carbamoilo.

[0016] En realizaciones, cuando el PEG de 40 kDa ramificado es 1,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-2-(4'-butamida),
se proporciona un aptamero que tiene la estructura expuesta a continuacion:

20 kDa mPEG-NH—E:—O {I'_") H
9 OCH,CHCHy—C—N~~5' Aptamero 3'
20 kPa mPEG—NH—-C-
en el que
"" indica un enlazador
Aptamero =

fCmMGFCFCGFCMGMGFUfCfUFCmAMGmMGFCGFCfUMGMAmMGUfCFUMGMAMGIUfUfUAfCFCTUMGICmG-3T (SEQ ID
NO. 4),
en el que fC y fU = 2'-fluoro nucledtidos, y mG y mA = 2'-OMe nucledtidos y todos los demas nucledtidos son 2'-OH.

[0017] En realizaciones, cuando el PEG de 40 kDa ramificado es 2,3-bis(mPEG-[20 kDal))-propil-1-carbamoilo, se
proporciona un aptamero que tiene la estructura expuesta a continuacion:
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?H
O—C—N»nan §5' Aptamero 3'
20 kDa mPEG—
20 kDa mPEG—

en el que
"" indica un enlazador
Aptamero =

fCmMGFCFCGFCMGmMGfUfCaJfCmAMGmMGICGFCFUMGrAmMGIUfCIUMGMAmMGTUfUfUAFCICfUMGFCmG-3T (SEQ ID
NO 4),
en el que fC y fU = nucledtidos 2'-fluoro, y mG y mA = nucleétidos 2'-OMe y todos los demas nucledtidos son 2'-OH.

[0018] En algunas realizaciones de este aspecto de la presente descripcion, el enlazador es un enlazador alquilo.
En realizaciones particulares, el enlazador alquilo comprende de 2 a 18 grupos CH; consecutivos. En realizaciones
preferidas, el enlazador alquilo comprende de 2 a 12 grupos CH; consecutivos. En realizaciones particularmente
preferidas, el enlazador alquilo comprende de 3 a 6 grupos CH. consecutivos.

[0019] En una realizacion particular, se proporciona un aptamero, ARC187 (SEQ ID NO: 5), que tiene la estructura
expuesta a continuacion:

20 kDa mPEG—-NH-C-0 0 0
:I—oc:-lzcnzcnz—b-N’\/Wo‘i
_ £ ~0-5' Aptamero 3'
20 kDa MPEG~NH-C—0 " o pramero

en el que Aptamero =
fCmMGFCFCGFCMGmMGfUfCaJfCmAMGmMGICGFCFUMGrAmMGIUfCUMGMAmMGTUfUfUAFCICfUMGFCmG-3T (SEQ ID
NO 4),

en el que fC y fU = nucledtidos 2'-fluoro, y mG y mA = nucleétidos 2'-OMe y todos los demas nucledtidos son 2'-OH.

[0020] En ofra realizacion, se proporciona un aptamero, ARC1905 (SEQ ID NO: 67), que tiene la estructura
expuesta a continuacion:

o) o

il 0\ /7
O—C_N/\/\/\\/ P\ . . '
20 kDa MPEG— H -4 O—5' Aptamero 3

20 kDa mPEG—

en el que Aptamero =
fCmMGFCFCGFCmMGMGfUfCaJfCmAMGMGFCGFCFUMGrAmMGIUfCIUMGMAmMGTUfUfUAFCICfUMGFCmG-3T (SEQ ID
NO 4),

en el que fC y fU = nucledtidos 2'-fluoro, y mG y mA = nucleétidos 2'-OMe y todos los demas nucleétidos son 2'-OH.

[0021] En otro aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas. En una realizacion, se proporciona una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de ARC187 (SEQ ID NO: 5) o ARC
1905 (SEQ ID NO: 67) o una sal de los mismos. La composicion farmacéutica puede comprender un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable. En este aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica de ARC187
(SEQ ID NO: 5) o ARC1905 (SEQ ID NO: 67) para su uso en el tratamiento, prevencién o mejora de una enfermedad
in vivo.

[0022] En otro aspecto de la descripcion, se proporcionan procedimientos de tratamiento. En una realizacion, el
procedimiento comprende tratar, prevenir o mejorar una enfermedad mediada por la proteina del complemento C5,
y/o sus derivados C5a y C5b-9, incluyendo el procedimiento administrar una composicion farmacéutica que
comprende ARC187 (SEQ ID NO: 5) o ARC1905 (SEQ ID NO: 67) o una sal de los mismos, a un vertebrado. En
algunas realizaciones, el procedimiento comprende administrar la composicién farmacéutica de la invencion a un
mamifero. En algunas realizaciones, el mamifero es un ser humano.

[0023] En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del complemento C5, C5a y/o C5b-9 que

se va a tratar, es una enfermedad isquémica aguda (infarto de miocardio, ictus, lesion isquémica/reperfusion);
enfermedades inflamatorias agudas (enfermedad infecciosa, septicemia, shock, rechazo a trasplante
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agudo/hiperagudo); enfermedades inflamatorias cronicas y/o mediadas por el sistema inmunitario (alergia, asma,
artritis reumatoide, y otras enfermedades reumatologicas, esclerosis multiple y otras enfermedades neuroldgicas,
soriasis y otras enfermedades dermatoldgicas, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico (LES), rechazo a
trasplante subagudo/crénico, glomerulonefritis y otras enfermedades renales). En algunas realizaciones, las
enfermedades mediadas por la proteina del complemento C5, C5a y/o C5b-9 que se van a tratar incluyen la
activacion del complemento asociada con dialisis o circunstancias en las que la sangre pasa sobre y/o a través de
un entubado sintético y/o material extrafio. En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del
complemento C5, C5a y/o C5b-9 que se va a tratar, se selecciona entre grupo que consiste en lesion de miocardio
relacionada con cirugia CABG, lesion de miocardio relacionada con angioplastia con globo y lesién de miocardio
relacionada con restenosis. En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del complemento C5,
Cb5a y/o C5b-9 que se va a tratar son complicaciones relacionadas con la cirugia CABG. En una realizacion
particular, la enfermedad que se va a tratar es una lesién de miocardio relacionada con la cirugia CABG.

[0024] En algunas realizaciones, el procedimiento incluye administrar la composicion farmacéutica que comprende
ARC187 (SEQ ID NO: 5) o ARC1905 (SEQ ID NO: 67), para conseguir una concentracion de aptdmero en plasma
que sea de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10 veces la de la proteina del complemento C5 endégena. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas del aptamero ARC187 (SEQ ID NO: 5) o ARC1905 (SEQ ID
NO: 67), se administran para conseguir una concentracion de aptamero en plasma que sea de aproximadamente
0,75 a aproximadamente 5 veces, de 0,75 a aproximadamente 3 veces, y de 1,5 a aproximadamente 2 veces la de
la proteina del complemento C5 enddgena, mientras que en otras realizaciones, la composicion del aptamero se
administra para conseguir una concentracion equivalente a la de la proteina del complemento endégena. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica que comprende ARC187 (SEQ ID NO: 5) o ARC1905 (SEQ ID NO: 67),
se administra para conseguir una concentracion de aptamero en plasma de aproximadamente 5 uM,
aproximadamente 4 uM, aproximadamente 3 pM, aproximadamente 2 uM, aproximadamente 1,5 M,
aproximadamente 1 uM o de aproximadamente 500 nM.

[0025] Puede usarse cualquier combinacion de ruta, duracién y velocidad de administracion que sea suficiente
para conseguir las concentraciones de aptamero en plasma de la descripcion. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica se administra por via intravenosa. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
se administra como un bolo y/o por infusién continua.

[0026] En las realizaciones particulares para tratar, prevenir y/o mejorar las complicaciones relacionadas con la
cirugia CABG, particularmente una lesion de miocardio relacionada con la cirugia CABG, el procedimiento
comprende administrar la composicion farmacéutica antes de la cirugia y continuar la administracién al menos 24
horas, en algunas realizaciones aproximadamente 48 horas, o en algunas realizaciones aproximadamente 72 horas.
En una realizacion particular de este aspecto, se consigue una concentracion de aptamero en plasma de
aproximadamente dos veces la concentracion de la proteina del complemento endégena mediante la administracion
de un bolo intravenoso de aproximadamente 0,75 a 1,25, preferiblemente de aproximadamente 1 mg de aptamero
por kg del paciente que se va a tratar antes de, simultaneamente con o después de la infusion intravenosa de una
dosis mas baja de aptamero, donde mg no incluye el peso del PEG conjugado. En algunas realizaciones, la dosis
mas baja se infundira a una velocidad seleccionada entre el intervalo de 0,001 a 0,005 mg/kg/minuto, en el que mg
no incluye el peso del PEG conjugado. En una realizacion particular, la dosis mas baja se infundira a una velocidad
de aproximadamente 0,0013 mg/kg/minuto. En adn otras realizaciones de este aspecto, cuando el
aptamero/conjugado comprende una semivida suficientemente larga, la composicién farmacéutica del aptamero
puede administrarse una o dos veces al dia en forma de una dosis de un bolo intravenoso.

[0027] En otro aspecto de la descripcion, se proporcionan procedimientos de diagnéstico. En una realizacion, el
procedimiento de diagndstico comprende poner en contacto ARC187 (SEQ ID NO: 5) o ARC1905 (SEQ ID NO: 67)
con una composicion que se sospecha que comprende la proteina del complemento C5, o una variante de la misma,
y detectar la presencia o ausencia de la proteina del complemento C5, o una variante de la misma. En algunas
realizaciones, la proteina del complemento o la variante es de vertebrado, particularmente de mamifero, y mas
particularmente humana. Se describe una composiciéon de ARC187 (SEQ ID NO: 5) o ARC1905 (SEQ ID NO: 67)
para su uso para el diagnéstico in vitro o in vivo.

[0028] En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica
seleccionada del grupo que consiste en: ARC330 (SEQ ID NO: 2) y ARC188-189, ARC250, ARC296-297, ARC331-
334, ARC411-440, ARC457-459, ARC473, ARC522-525, ARC532, ARC543-544, ARC550-554, ARC657-658,
ARC672, ARC706, ARC1537, ARC1730 (SEQ ID NOS: 6 a SEQ NO: 66). En una realizacion particular, un aptamero
que comprende una secuencia nucleotidica comprende una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 1. En una
realizaciéon particular, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica seleccionada del
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO: 64 a la SEQ ID NO: 66. En algunas
realizaciones, cuando el aptamero comprende una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO: 64 a la SEQ ID NO: 66, el aptamero comprende sustancialmente
la misma afinidad de unién para la proteina del complemento C5 que un aptamero que comprende la secuencia de
acuerdo con la SEQ ID NO: 4.
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[0029] En algunas realizaciones, cuando el aptamero comprende una secuencia nucleotidica seleccionada del
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO: 64 a la SEQ ID NO: 66, el aptamero
comprende una semivida, preferiblemente la semivida terminal en un modelo de dos compartimientos, de al menos
15, preferiblemente al menos 30 horas en primates. En algunas realizaciones, cuando el aptamero comprende una
secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO:
64 ala SEQ ID NO: 66, el aptamero comprende una semivida, preferiblemente la semivida terminal en un modelo de
dos compartimientos, de al menos 1y media, preferiblemente al menos siete horas en ratas.

[0030] En algunas realizaciones de este aspecto de la descripcion, cuando el aptamero comprende una secuencia
nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO: 64 a la
SEQ ID NO: 66, el aptamero se sintetiza con un enlazador 5' tal como se indica a continuacion:

HoNlvwnn 5' Aptamero 3/,
en el que "" representa el enlazador. En algunas realizaciones, el enlazador es un enlazador de alquilo tal como se
indica a continuacion: Hy;N-(CHz),-5' Aptamero 3', en el que n = 2 a 18, preferiblemente n = 2-12, mas
preferiblemente n = 3 a 6, mas preferiblemente n = 6, y en el que Aptamero =
fCmMGFCFCGFCMGmMGTUfCaJfCmAMGmMGFCGFCfUMGrAMGIUfCIUMGmMAmMGUfUfUAFCICfUMGICmG-3T (SEQ ID
NO 4),
en el que fC y fU = nucledtidos 2'-fluoro, y mG y mA = nucleétidos 2'-OMe y todos los demas nucledtidos son 2'-OH.
El aptamero modificado con amina resultante puede conjugarse con un resto de PEG seleccionado del grupo que
consiste en un PEG lineal de 10 kDa, PEG de 20 kDa, PEG de 30 kDa y PEG de 40 kDa. En algunas realizaciones,
se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un aptamero
que comprende una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2y
SEQ ID NO: 6 a SEQ NO: 66, particularmente del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la
SEQ ID NO: 64 a la SEQ ID NO: 66 o una sal de la misma. La composicion farmacéutica puede comprender un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En este aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica
para su uso en el tratamiento, prevencion o mejora de una enfermedad in vivo, que comprende un aptamero que
comprende una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 6 a
SEQ NO: 66, particularmente del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO: 64 a la
SEQ ID NO: 66.

[0031] En ofra realizacion, se proporciona un procedimiento para tratar, prevenir o mejorar una enfermedad
mediada por la proteina del complemento C5, que comprende administrar una composiciéon farmacéutica que
comprende un aptamero o una sal del mismo, en el que el aptdmero comprende una secuencia nucleotidica
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 6 a SEQ NO: 66, particularmente del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO: 64 a SEQ ID NO: 66 a un vertebrado. En
algunas realizaciones de este aspecto, el procedimiento comprende administrar la composicion farmacéutica de la
presente invenciéon a un mamifero, preferiblemente un ser humano.

[0032] En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del complemento C5, C5a y/o C5b-9 que
se va a tratar, es una enfermedad isquémica aguda (infarto de miocardio, ictus, lesion isquémica/reperfusion);
enfermedades inflamatorias agudas (enfermedad infecciosa, septicemia, shock, rechazo a trasplante
agudo/hiperagudo); enfermedades inflamatorias cronicas y/o mediadas por el sistema inmunitario (alergia, asma,
artritis reumatoide, y otras enfermedades reumatologicas, esclerosis multiple y otras enfermedades neuroldgicas,
soriasis y otras enfermedades dermatoldgicas, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico (LES), rechazo a
trasplante subagudo/crénico, glomerulonefritis y otras enfermedades renales). En algunas realizaciones, las
enfermedades mediadas por la proteina del complemento C5, C5a y/o C5b-9 que se van a tratar incluyen la
activacion del complemento asociada con dialisis o circunstancias en las que la sangre pasa sobre y/o a través de
un entubado sintético y/o material extrafio. En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del
complemento C5, C5a y/o C5b-9 que se va a tratar, se selecciona entre grupo que consiste en lesiéon de miocardio
relacionada con cirugia CABG, lesion de miocardio relacionada con angioplastia con globo y lesién de miocardio
relacionada con restenosis. En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del complemento C5,
Cb5a y/o C5b-9 que se va a tratar son complicaciones relacionadas con la cirugia CABG. En una realizacién
particular, la enfermedad que se va a tratar es una lesién de miocardio relacionada con cirugia CABG.

[0033] En algunas realizaciones, el procedimiento de la descripcién incluye administrar la composicion
farmacéutica que comprende un aptamero que tiene una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 6 a la SEQ NO: 66, particularmente del grupo que consiste en la SEQ ID
NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO: 64 a la SEQ ID NO: 66, a un paciente para conseguir una concentracion
de aptamero en plasma que es de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10 veces la de la proteina del
complemento C5 enddgena. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas del aptamero se
administran para conseguir una concentracion de aptamero en plasma que es aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 5 veces, de 0,75 a aproximadamente 3 veces, y de 1,5 a aproximadamente 2 veces la de la
proteina del complemento C5 enddgena, mientras que en ofras realizaciones, la composicion del aptamero se
administra para conseguir una concentracion equivalente a la de la proteina del complemento endégena. En algunas
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realizaciones, la composicion farmacéutica de la presente memoria se administra para conseguir una concentracion
de aptamero en plasma de aproximadamente 5 uM, aproximadamente 4 uM, aproximadamente 3 pM,
aproximadamente 2 uM, aproximadamente 1,5 uM, aproximadamente 1 uM o de aproximadamente 500 nM.

[0034] Puede usarse cualquier combinacion de ruta, duracién y velocidad de administracion que sea suficiente
para conseguir las concentraciones del aptamero en plasma. En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica
se administra por via intravenosa. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra como un
bolo y/o por infusién continua.

[0035] En realizaciones particulares para tratar, prevenir y/o mejorar las complicaciones relacionadas con la cirugia
CABG, particularmente la lesién de miocardio relacionada con la cirugia CABG, el procedimiento comprende
administrar la composicion farmacéutica antes de la cirugia y continuar la administracién al menos 24 horas, en
algunas realizaciones aproximadamente 48 horas, o en algunas realizaciones aproximadamente 72 horas. En una
realizacion particular de este aspecto, la concentracion del aptamero en plasma deseada, por ejemplo, dos veces la
concentracion de la proteina del complemento enddégena en algunas realizaciones, se logra mediante la
administraciéon de un bolo intravenoso al paciente que se va a tratar antes de, simultaneamente con, o después de la
infusion intravenosa de una dosis mas baja de aptamero. En aun otras realizaciones de este aspecto, cuando el
aptamero/conjugado comprende una semivida suficientemente larga, la composicién farmacéutica del aptamero
puede administrarse una o dos veces al dia como una dosis de un bolo intravenoso.

[0036] En otro aspecto de la descripcion, se proporcionan procedimientos de diagnoéstico. En una realizacion, se
proporciona un procedimiento de diagndstico que comprende poner en contacto una composicion que se sospecha
que comprende la proteina del complemento C5, o una variante de la misma, con un aptamero que comprende una
secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 6 a la SEQ NO 66,
particularmente del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, y la SEQ ID NO: 64 a la SEQ ID NO:
66, y detectar la presencia o ausencia de la proteina del complemento C5 o una variante de la misma. En algunas
realizaciones, la proteina del complemento o la variante es de vertebrado, particularmente de mamifero, y mas
particularmente humana. La presente descripcion proporciona una composicién de aptamero que tiene un aptamero
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 6 a la SEQ
NO 66, para utilizar en el diagnéstico in vitro o in vivo.

[0037] En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica
que es idéntica al 80% a una cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en ARC915, ARC
874-878, ARC954, SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83, y SEQ ID NOS: 88 a 98. En algunas realizaciones, se
proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica que es idéntica al 80% a la regién unica de
una cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 75 a 81 y las SEQ ID
NOS: 88 a 98. En otra realizacién, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica que es
idéntica al 90% a una cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 75 a
81, SEQ ID NO: 83, y las SEQ ID NOS: 88 a 98. En una realizacion particular, se proporciona un aptamero que
comprende una secuencia nucleotidica que es idéntica al 90% a la region Unica de una cualquiera de las secuencias
seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 75 a 81 y las SEQ ID NOS: 88 a 98. En aun otra
realizacion, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica de 40 nucleétidos contiguos
idénticos a 40 nucledtidos contiguos incluidos en una cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 75 a 81 y las SEQ ID NOS: 88 a 98. En ofra realizacion, se proporciona un aptamero
que comprende una secuencia nucleotidica de 30 nucledtidos contiguos idénticos a 30 nucledtidos contiguos
incluidos en una cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 75 a 81,
SEQ ID NO: 83 y las SEQ ID NOS: 88 a 98. En aun otra realizacion, se proporciona un aptamero que se une de
manera especifica a la proteina del complemento C5, que comprende una secuencia nucleotidica de 10 nucleétidos
contiguos idénticos a 10 nucledtidos contiguos incluidos en una cualquiera de las secuencias seleccionadas del
grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y las SEQ ID NOS: 88 a 98. En una realizacion
preferida, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica de acuerdo con una cualquiera
de las secuencias nucleotidicas seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y
SEQ ID NOS: 88 a 98.

[0038] En algunas realizaciones, los aptameros de este aspecto descritos inmediatamente antes pueden
comprender adicionalmente una modificacién quimica seleccionada del grupo que consiste en: una sustitucion
quimica en una posicion del azucar; una sustitucion quimica en una posicion de fosfato; y una sustitucién quimica en
una posicion en una base de la secuencia de acidos nucleico. En algunas realizaciones, la modificacion se
selecciona del grupo que consiste en: la incorporacion de un nucleétido modificado; proteccion 3', conjugaciéon con
un compuesto no inmunogénico de alto peso molecular; conjugacién con un compuesto lipofilo y modificacion de la
cadena principal de fosfato.

[0039] En realizaciones preferidas de este aspecto, el aptdmero modula una funcidon de una proteina del
complemento C5 o una variante de la misma. En realizaciones particularmente preferidas, el aptamero inhibe una
funcion de la proteina del complemento C5 o una variante de la misma, preferiblemente in vivo, mas preferiblemente
in vivo en seres humanos. En una realizacion de este aspecto de la presente memoria, la funcién modulada,
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preferiblemente inhibida, por el aptamero es la escision de la proteina del complemento C5.

[0040] En algunas realizaciones de otro aspecto, la descripcidon proporciona una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un aptamero que bloquea la escisidon de la proteina del
complemento C5 in vivo o una sal de la misma, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0041] En algunas realizaciones, se describe una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica idéntica al 80%,
preferiblemente idéntica al 90%, a una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y las SEQ ID NOS: 88 a 98 o una sal del mismo. En algunas realizaciones, se
propociona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un aptamero
que comprende una secuencia nucleotidica idéntica al 80%, preferiblemente idéntica al 90% a la region Unica de una
secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y las SEQ
ID NOS: 88 a 98 o una sal del mismo. En ofras realizaciones, se proporciona una composiciéon farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un aptamero que tiene 40, 30 6 10 nucledtidos contiguos
idénticos a 40, 30 6 10 nucledtidos, respectivamente, de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y las SEQ ID NOS: 88 a 98. La composicion farmacéutica
puede comprender un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En este aspecto, se describe una
composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento, prevencion o mejora de una enfermedad in vivo, cuando la
composicion farmacéutica comprende un aptamero que tiene una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo
que consiste en: las SEQ ID NOS: 3 a 4, SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y las SEQ ID NOS: 88 a 98 o una
sal del mismo.

[0042] En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del complemento C5, C5a y/o C5b-9 que
se va a tratar, es una enfermedad isquémica aguda (infarto de miocardio, ictus, lesion isquémica/reperfusion);
enfermedades inflamatorias agudas (enfermedad infecciosa, septicemia, shock, rechazo a trasplante
agudo/hiperagudo); enfermedades inflamatorias cronicas y/o mediadas por el sistema inmunitario (alergia, asma,
artritis reumatoide, y otras enfermedades reumatologicas, esclerosis multiple y otras enfermedades neurolégicas,
soriasis y otras enfermedades dermatoldgicas, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico (LES), rechazo a
trasplante subagudo/crénico, glomerulonefritis y otras enfermedades renales). En algunas realizaciones, las
enfermedades mediadas por la proteina del complemento C5, C5a y/o C5b-9 que se van a tratar incluyen la
activacion del complemento asociada con dialisis o circunstancias en las que la sangre pasa sobre y/o a través de
un entubado sintético y/o material extrafio. En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del
complemento C5, C5a y/o C5b-9 que se va a tratar, se selecciona entre grupo que consiste en lesiéon de miocardio
relacionada con cirugia CABG, lesion de miocardio relacionada con angioplastia con globo y lesiéon de miocardio
relacionada con restenosis. En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por la proteina del complemento C5,
Cb5a y/o C5b-9 que se va a tratar son complicaciones relacionadas con la cirugia CABG. En una realizacion
particular, la enfermedad que se va a tratar es una lesién de miocardio relacionada con cirugia CABG.

[0043] En algunas realizaciones, el procedimiento de la descripcién incluye administrar la composicion
farmacéutica que comprende un aptamero que tiene una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NOS: 3 a4, SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y las SEQ ID NOS: 88 a 98, a un paciente
para conseguir una concentracion de aptamero en plasma que es de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10
veces la de la proteina del complemento C5 enddgena. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
del aptamero se administran para conseguir una concentracion de aptamero en plasma que es de aproximadamente
0,75 a aproximadamente 5 veces, de 0,75 a aproximadamente 3 veces, y de 1,5 a aproximadamente 2 veces la de
la proteina del complemento C5 enddgena, mientras que, en otras realizaciones, la composiciéon del aptamero se
administra para conseguir una concentracion equivalente a la de la proteina del complemento endégena. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica de la presente memoria se administra para conseguir una concentracion
de aptamero en plasma de aproximadamente 5 uM, aproximadamente 4 uM, aproximadamente 3 pM,
aproximadamente 2 uM, aproximadamente 1,5 uM, aproximadamente 1 uM o de aproximadamente 500 nM.

[0044] Puede usarse cualquier combinacion de ruta, duracién y velocidad de administracion que sea suficiente
para conseguir las concentraciones del aptamero en plasma de la descripcion. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica se administra por via intravenosa. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
se administra como un bolo y/o por infusién continua.

[0045] En realizaciones particulares para tratar, prevenir y/o mejorar las complicaciones relacionadas con la cirugia
CABG, particularmente la lesién de miocardio relacionada con la cirugia CABG, el procedimiento comprende
administrar la composiciéon farmacéutica antes de la cirugia y continuar la administracién al menos 24 horas, en
algunas realizaciones aproximadamente 48 horas, o en algunas realizaciones aproximadamente 72 horas. En una
realizacion particular de este aspecto, la concentracion del aptamero en plasma deseada, por ejemplo, dos veces la
concentracion de la proteina del complemento enddégena en algunas realizaciones, se logra mediante la
administracion de un bolo intravenoso al paciente que se va a tratar antes de, simultaneamente con o después de la
infusion intravenosa de una dosis mas baja de aptamero. En aun otras realizaciones de este aspecto, cuando el
aptamero/conjugado comprende una semivida suficientemente larga, la composicién farmacéutica del aptamero
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puede administrarse una o dos veces al dia como una dosis de un bolo intravenoso.

[0046] En otra realizacion, se proporciona un procedimiento de diagnostico, comprendiendo el procedimiento
poner en contacto una composicién que se sospecha que comprende la proteina del complemento C5, o una
variante de la misma, con un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y las SEQ ID NOS: 88 a 98, y detectar la presencia o ausencia
de la proteina del complemento C5, o una variante de la misma. En algunas realizaciones, la proteina del
complemento, o la variante, es de vertebrado, particularmente de mamifero, y mas particularmente humana. La
presente memoria proporciona una composicion de aptamero que tiene un aptamero que comprende una secuencia
nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NOS: 75 a 81, SEQ ID NO: 83 y las SEQ ID NOS:
88 a 98, para su uso para el diagndstico in vitro o in vivo.

[0047] En algunas realizaciones, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica que
consiste esencialmente en una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 68 y
69. En algunas realizaciones, se proporciona un aptamero que comprende una secuencia nucleotidica que consiste
en una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 68 y 69. En algunas
realizaciones de este aspecto, los aptameros pueden usarse en un procedimiento de diagnostico.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0048] Los detalles de una o mas realizaciones de la invencidn se exponen en la descripcion adjunta a
continuaciéon. Aunque en la practica y ensayo de la presente invencion puede usarse cualesquiera procedimientos y
materiales similares o equivalentes en los descritos en el presente documento, ahora se describen los
procedimientos preferidos y materiales. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invenciéon seran evidentes a
partir de la descripcion. En la memoria descriptiva, las formas singulares también incluyen el plural, a menos que el
contexto dicte claramente otra cosa. A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
usados en este documento tienen el mismo significado que se entiende comunmente por un experto en la técnica a
la que pertenece esta invencion. En el caso de conflicto, predominara la presente memoria descriptiva.

El Procedimiento SELEX™

[0049] Un procedimiento adecuado para generar un aptamero es con el procedimiento titulado "Evolucion
sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial" ("Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment") ("SELEX™") generalmente representado en la figura 2. El procedimiento SELEX™ es un
procedimiento para la evolucion in vitro de moléculas de acido nucleico con unién altamente especifica a moléculas
diana y se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 5.475.096 titulada "Nucleic Acid Ligands" y la
patente de Estados Unidos N° 5.270.163 (véase también el documento WO 91/19813) titulada "Nucleic Acid
Ligands". Cada ligando de acido nucleico identificado por SELEX™, es decir, cada aptamero, es un ligando
especifico de un compuesto o molécula diana dado. El procedimiento SELEX™ se basa en el Unico conocimiento de
que los acidos nucleicos tienen suficiente capacidad para formar una variedad de estructuras bi y tridimensionales y
versatilidad quimica suficiente disponible dentro de sus monémeros para actuar como ligandos (es decir, forman
pares de unién especifica) con practicamente cualquier compuesto quimico, tanto monomérico como polimérico. Las
moléculas de cualquier tamafio o composicion pueden servir de dianas.

[0050] SELEX™ se basa como punto de partida en un gran biblioteca o conjunto de oligonucleétidos
monocatenarios que comprenden secuencias al azar. Los oligonucleétidos pueden ser ADN, ARN, o hibridos de
ADN/ARN, modificados o sin modificar. En algunos ejemplos, el conjunto comprende el 100% de oligonucleétidos al
azar o parcialmente al azar. En otros ejemplos, el conjunto comprende oligonucledtidos al azar o parcialmente al
azar que contienen al menos una secuencia fija y/o secuencia conservada incorporada dentro de la secuencia al
azar. En otros ejemplos, el conjunto comprende oligonucleétidos al azar o parcialmente al azar que contienen al
menos una secuencia fija y/o conservada en su extremo 5' y/o 3' que puede comprender una secuencia compartida
por todas las moléculas del conjunto de oligonucleétidos. Las secuencias fijas son secuencias tales como sitios de
hibridacién para cebadores de PCR, secuencias promotoras para ARN polimerasas (por ejemplo, T3, T4, T7 y SP6),
sitios de restriccion, o secuencias homopoliméricas tales como tractos de poli A o poli T, nucleos cataliticos, sitios
para la union selectiva a columnas de afinidad, y otras secuencias para facilitar la clonacion y/o secuenciacion de un
oligonucledtido de interés. Las secuencias conservadas son secuencias, distintas de las secuencias fijas que se han
descrito previamente, compartidas por varios aptameros que se unen a la misma diana.

[0051] Los oligonucledtidos del conjunto incluyen preferiblemente una parte de secuencia al azar, asi como
secuencias fijas necesarias para una amplificacion eficiente. Normalmente, los oligonucledtidos del conjunto de
partida contienen secuencias de los extremos 5' y 3' fijas que flanquean una region interna de 30-50 nucledtidos al
azar. Los nucledtidos al azar pueden producirse de varias formas que incluyen sintesis quimica y seleccion de
tamafo a partir de acidos nucleicos celulares escindidos al azar. La variaciéon de secuencias en acidos nucleicos de
prueba también puede introducirse o aumentarse por mutagénesis antes de o durante las iteraciones de
seleccién/amplificacion.
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[0052] La parte de secuencia al azar del oligonucledtido puede ser de cualquier longitud y puede comprender
ribonucledtidos y/o desoxirribonucledtidos y pueden incluir nucleétidos modificados o no naturales o analogos de
nucledtidos. Véanse, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.958.691; la patente de Estados Unidos N°
5.660.985; la patente de Estados Unidos N° 5.958.691; la patente de Estados Unidos N° 5.698.687; la patente de
Estados Unidos N° 5.817.635; la patente de Estados Unidos N° 5.672.695 y la publicacion PCT WO 92/07065. Los
oligonucledtidos al azar pueden sintetizarse a partir de nucleoétidos ligados a fosfodiéster usando técnicas de sintesis
de oligonucledtidos en fase so6lida muy conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Froehler y col., Nucl. Acid Res.
14: 5399-5467 (1986) y Froehler y col., Tet. Lett. 27: 5575-5578 (1986). Los oligonucledtidos al azar también puede
sintetizarse usando procedimientos de fase soélida, tales como los procedimientos de sintesis de triésteres. Véase,
por ejemplo, Sood y col., Nucl. Acid Res. 4: 2557 (1977) y Hirose y col., Tet. Lett., 28: 2449 (1978). Las sintesis
tipicas realizadas en un equipo de sintesis de ADN automatizado dan 10'-10'® moléculas individuales, un nimero
suficiente para la mayoria de los experimentos de SELEX™. Regiones suficientemente grandes de la secuencia al
azar en el disefio de secuencias aumenta la probabilidad de que cada molécula sintetizada represente
probablemente una Unica secuencia.

[0053] La biblioteca de partida de oligonucleétidos puede generarse por sintesis quimica automatizada en un
sintetizador de ADN. Para sintetizar secuencias al azar, se afaden mezclas de cuatro nucleétidos a cada etapa de
adicion de nucledtidos durante el procedimiento de sintesis, permitiendo la incorporacion al azar de los nucleétidos.
Como se ha establecido anteriormente, en una realizacion, los oligonucleétidos al azar comprenden las secuencias
al azar completas; sin embargo, en otras realizaciones, los oligonucledtidos al azar puede comprender extensiones
de secuencias no al azar o parcialmente al azar. Las secuencias parcialmente al azar pueden crearse afiadiendo los
cuatro nucleétidos en diferentes relaciones molares en cada etapa de adicion.

[0054] La biblioteca de partida de oligonucledtidos pueden ser tanto ARN como ADN. En aquellos casos en los
que vaya a usarse una biblioteca de ARN como biblioteca de partida, normalmente se genera transcribiendo una
biblioteca de ADN in vitro usando ARN polimerasa T7 o ARN polimerasas T7 modificadas y se purifica. Entonces, la
biblioteca de ARN o ADN se mezcla con la diana en condiciones favorables para la unién y se somete a iteraciones
escalonadas de unién, separacion y amplificacion, usando el mismo esquema de seleccion general, para lograr
practicamente cualquier criterio deseado de afinidad y selectividad de unidon. Mas especificamente, empezando con
una mezcla que contiene el conjunto de partida de acidos nucleicos, el procedimiento SELEX™ incluye las etapas
de: (a) poner en contacto la mezcla con la diana en condiciones favorables para la union; (b) separar acidos
nucleicos sin unir de aquellos acidos nucleicos que se han unido especificamente a moléculas diana; (c) disociar los
complejos acido nucleico-diana; (d) amplificar los acidos nucleicos disociados de los complejos acido nucleico-diana
para dar una mezcla enriquecida en ligandos de acidos nucleicos; y (e) reiterar las etapas de unién, separacion,
disociacion y amplificacion a lo largo de tantos ciclos como se desee para dar ligandos de acido nucleico altamente
especificos de alta afinidad a la molécula diana. En aquellos casos en los que los aptameros de ARN se estén
seleccionando, el procedimiento SELEX™ comprende adicionalmente las etapas de: (i) transcribir de forma inversa
los acidos nucleicos disociados de los complejos acido nucleico-diana antes de la amplificacion en la etapa (d); y (ii)
transcribir los acidos nucleicos amplificados de la etapa (d) antes de volver a empezar el procedimiento.

[0055] Dentro de una mezcla de acidos nucleicos que contiene un gran numero de posibles secuencias y
estructuras hay un amplio intervalo de afinidades de unién por una diana dada. Una mezcla de acidos nucleicos que
comprende, por ejemplo, un segmento de 20 nucledtidos al azar puede tener 4?° posibilidades de candidatos.
Aquellas que tienen constantes de mayor afinidad para la diana son las que mas probablemente se unan a la diana.
Después de la separacion, la disociaciéon y la amplificacion se genera una segunda mezcla de acidos nucleicos,
enriquecida para los candidatos de mayor afinidad de unién. Las rondas adicionales de seleccion favorecen
progresivamente los mejores ligandos hasta que la mezcla de acidos nucleicos resultante esté predominantemente
compuesta por sélo una o algunas secuencias. Entonces, éstas puede clonarse, secuenciarse y probarse
individualmente para la afinidad de unién en forma de ligandos o aptameros puros.

[0056] Los ciclos de seleccion y amplificacion se repiten hasta que se logra un objetivo deseado. En el caso mas
general, la seleccion/amplificacion continda hasta que no se logra mejora significativa en la fuerza de union con la
repeticion del ciclo. El procedimiento se usa normalmente para muestrear aproximadamente 10'* especies de acidos
nucleicos diferentes, pero puede usarse para muestrear nada menos que aproximadamente 10" especies de acidos
nucleicos diferentes. Generalmente, las moléculas de aptamero de acido nucleico se seleccionan en un
procedimiento de 5 a 20 ciclos. En una realizaciéon, la heterogeneidad sélo se introduce en las fases de seleccion
iniciales y no se produce en todo el procedimiento de replicacion.

[0057] En una realizacion de SELEX™, el procedimiento de selecciéon es tan eficiente en el aislamiento de los
ligandos de acido nucleico que se unen mas fuertemente a la diana seleccionada que sélo se requiere un ciclo de
seleccion y amplificacion. Tal seleccion eficiente puede producirse, por ejemplo, en un procedimiento de tipo
cromatografico en el que la capacidad de los acidos nucleicos para asociarse con dianas unidas sobre una columna
opera de tal forma que la columna puede permitir suficientemente la separacion y aislamiento de los ligandos de
acido nucleico de mayor afinidad.

[0058] En muchos casos no es necesariamente deseable realizar las etapas iterativas de SELEX™ hasta que se
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identifique un ligando de un Unico acido nucleico. La solucién de ligandos de acido nucleico especificos para diana
puede incluir una familia de estructuras de acido nucleico o motivos que tienen varias secuencias conservadas y
varias secuencias que pueden estar sustituidas o afadidas sin afectar significativamente la afinidad de los ligandos
de acido nucleico por la diana. Terminando el procedimiento SELEX™ antes de completarse es posible determinar
la secuencia de varios miembros de la familia de la solucién de ligandos de acidos nucleico.

[0059] Se sabe que existe una diversidad de estructuras primarias, secundarias y terciarias de acido nucleico. Las
estructuras o motivos que se han mostrado que estdn mas cominmente implicadas en interacciones de tipo no
Watson-Crick se denominan bucles en horquilla, protuberancias simétricas y asimétricas, pseudonudos y
combinaciones de miriadas de los mismos. Casi todos los casos conocidos de tales motivos sugieren que pueden
formarse en una secuencia de acidos nucleicos de no mas de 30 nucleétidos. Por este motivo, frecuentemente se
prefiere que los procedimientos SELEX™ con segmentos al azar contiguos se inicien con secuencias de acidos
nucleicos que contienen un segmento al azar de entre aproximadamente 20 a aproximadamente 50 nucleodtidos, y
de aproximadamente 30 a aproximadamente 40 nucledtidos en algunas realizaciones. En un ejemplo, la secuencia
fija en 5"al azar:fija en 3' comprende una secuencia al azar de aproximadamente 30 a aproximadamente 50
nucledtidos.

[0060] El procedimiento SELEX™ central se ha modificado para lograr varios objetivos especificos. Por ejemplo, la
patente de Estados Unidos N° 5.707.796 describe el uso de SELEX™ conjuntamente con electroforesis en gel para
seleccionar moléculas de acido nucleico con caracteristicas estructurales especificas tales como ADN curvado. La
patente de Estados Unidos N° 5.763.177 describe procedimientos basados en SELEX™ para seleccionar ligandos
de acido nucleico que contienen grupos fotorreactivos que pueden unirse y/o fotorreticularse con y/o fotoinactivar
una molécula diana. La patente de Estados Unidos N° 5.567.588 y la patente de Estados Unidos N° 5.861.254
describen procedimientos basados en SELEX™ que consiguen una separacion altamente eficiente entre
oligonucleodtidos que tienen alta y baja afinidad por una molécula diana. La patente de Estados Unidos N° 5.496.938
describe procedimientos para obtener ligandos de acido nucleico mejorados después se realizarse el procedimiento
SELEX™. La patente de Estados Unidos N° 5.705.337 describe procedimientos para ligar covalentemente un
ligando a su diana.

[0061] SELEX™ también puede usarse para obtener ligandos de acido nucleico que se unen a mas de un sitio en
la molécula diana, y para obtener ligandos de acido nucleico que incluyen especies de no acido nucleico que se
unen a sitios especificos en la diana. SELEX™ proporciona medios para aislar e identificar ligandos de acido
nucleico que se unen a cualquier diana prevista, incluyendo, biomoléculas grandes y pequefias, tales como
proteinas de union a acido nucleico y proteinas que no se unen a acidos nucleicos como parte de su funcion
bioldgica, asi como cofactores y otras moléculas pequefias. Por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.580.737
desvela secuencias de acidos nucleicos identificadas por SELEX™ que pueden unirse con alta afinidad a cafeina 'y
al analogo estrechamente relacionado, la teofilina.

[0062] Counter-SELEX™ es un procedimiento para mejorar la especificidad de ligandos de acido nucleico por una
molécula diana eliminando secuencias de ligando de acido nucleico con reactividad cruzada por una o mas
moléculas no diana. Counter-SELEX™ comprende las etapas de: (a) preparar una mezcla candidata de acidos
nucleicos; (b) poner en contacto la mezcla candidata con la diana, en la que los acidos nucleicos que tienen una
afinidad elevada por la diana con respecto a la mezcla candidata pueden separarse del resto de la mezcla
candidata; (c) separar los acidos nucleicos con elevada afinidad del resto de la mezcla candidata; (d) disociar los
acidos nucleicos con elevada afinidad de la diana; (e) poner en contacto los acidos nucleicos con elevada afinidad
con una o mas moléculas no diana de forma que se eliminen los ligandos de acido nucleico con especificidad
especifica por la(s) molécula(s) no diana; y (f) amplificar los acidos nucleicos con especificidad especifica sélo por la
molécula diana para dar una mezcla de acidos nucleicos enriquecida en secuencias de acidos nucleicos con una
afinidad y especificidad relativamente mayor por la unién a la molécula diana. Como se ha descrito anteriormente
para SELEX™, los ciclos de seleccién y amplificacion se repiten segun sea necesario hasta que se logre un objetivo
deseado.

[0063] Un posible problema encontrado en el uso de acidos nucleicos como agentes terapéuticos y vacunas es
que los oligonucledtidos en su forma de fosfodiéster pueden degradarse rapidamente en fluidos corporales por
enzimas intracelulares y extracelulares, tales como endonucleasas y exonucleasas antes de manifestarse el efecto
deseado. Por tanto, el procedimiento SELEX™ incluye la identificacion de ligandos de acido nucleico de alta afinidad
que contienen nucleétidos modificados que confieren caracteristicas mejoradas al ligando, tales como estabilidad in
vivo mejorada o caracteristicas de administracion mejoradas. Ejemplos de dichas modificaciones incluyen
sustituciones quimicas en las posiciones de ribosa y/o fosfato y/o base. Se describen ligandos de acido nucleico
identificados por SELEX™ que contienen nucleotidos modificados, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N°
5.660.985, que describe oligonucleétidos que contienen derivados de nucledtidos quimicamente modificados en la
posicion 2' de ribosa, posicion 5 de pirimidinas y posicion 8 de purinas, la patente de Estados Unidos N° 5.756.703
que describe oligonucleotidos que contienen diversas pirimidinas modificadas en 2', y la patente de Estados Unidos
N° 5.580.737 que describe ligandos de acido nucleico altamente especificos que contienen uno o mas nucleétidos
modificados con sustituyentes 2'-amino (2'-NH,), 2'-flior (2'-F) y/o 2'-OMe.
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[0064] Las modificaciones de los ligandos de acido nucleico contemplados en esta descripcion incluyen, pero sin
limitacién, las que proporcionan otros grupos quimicos que incorporan carga adicional, polarizabilidad, hidrofobia,
enlaces de hidrogeno, interaccion electrostatica y fluxionalidad con las bases de los ligandos de acido nucleico o con
el ligando de acido nucleico como un conjunto. Las modificaciones para generar poblaciones de oligonucledtidos que
son resistentes a nucleasas también pueden incluir uno o mas enlaces internucleotidicos sustitutos, azlcares
alterados, bases alteradas, o combinaciones de los mismos. Dichas maodificaciones incluyen, pero sin limitacion,
modificaciones en el azlcar en la posicién 2', modificaciones en la pirimidina en la posicién 5, modificaciones en la
purina en la posicién 8, modificaciones en aminas exociclicas, sustitucion de 4-tiouridina, sustituciéon de 5-bromo o 5-
yodo-uracilo, modificaciones en la estructura principal, modificaciones en fosforotioato o fosfato de alquilo,
metilaciones, y combinaciones de apareamientos de bases inusuales, tales como las isobases isocitidina e
isoguanidina. Las modificaciones también puede incluir modificaciones en 3'y 5', tales como proteccion.

[0065] En una realizaciéon se proporcionan oligonucleotidos en los que el grupo P(O)O esta sustituido por P(O)S
("tioato"), P(S)S ("ditioato"), P(O)NR: ("amidato"), P(O)R, P(O)OR', CO o CH; ("formacetal") o 3'-amina (-NH-CH.-
CHy-), en las que cada R o R' es independientemente H o alquilo sustituido o sin sustituir. Los grupos de enlace
pueden unirse a nucledtidos adyacentes a través de un enlace -O-, -N- o -S-. No se requiere que todos los enlaces
en el oligonucledtido sean idénticos. Como se usa en el presente documento, el término fosforotioato incluye uno o
mas atomos de oxigeno que no forman puentes en un enlace fosfodiéster sustituido con uno o mas atomos de
azufre.

[0066] En realizaciones adicionales, los oligonucledtidos comprenden grupos azicar modificados, por ejemplo,
uno o mas de los grupos hidroxilo se reemplaza por halégeno, grupos alifaticos, o funcionalizados como éteres o
aminas. En una realizacion, la posicion 2' del residuo de furanosa esta sustituida con cualquiera de un grupo OMe,
O-alquilo, O-alilo, S-alquilo, S-alilo o halo. Los procedimientos de sintesis de azlcares modificados en 2' se
describen, por ejemplo, en Sproat y col., Nucl. Acid Res. 19: 733-738 (1991); Cotten y col., Nucl. Acid Res. 19: 2629-
2635 (1991); y Hobbs y col., Biochemistry 12: 5138-5145 (1973). Se conocen otras modificaciones por un experto en
la técnica. Dichas modificaciones pueden ser modificaciones del procedimiento pre-SELEX™ o modificaciones del
procedimiento post-SELEX™ (modificacion de ligandos sin modificar previamente identificados), o puede hacerse
por incorporacioén en el procedimiento SELEX™.

[0067] Las modificaciones del procedimiento pre-SELEX™ o las hechas por incorporacion en el procedimiento
SELEX dan ligandos de acido nucleico tanto con especificidad por su diana SELEX™ como estabilidad mejorada,
por ejemplo, estabilidad in vivo. Las modificaciones del procedimiento post-SELEX™ hechas a ligandos de acido
nucleico pueden producir estabilidad mejorada, por ejemplo, estabilidad in vivo sin afectar adversamente la
capacidad de union del ligando de acido nucleico.

[0068] EI procedimiento SELEX™ incluye combinar oligonucleétidos seleccionados con otros oligonucleétidos
seleccionados y unidades funcionales de no oligonucleétido como se describe en la patente de Estados Unidos N°
5.637.459 y la patente de Estados Unidos N° 5.683.867. El procedimiento SELEX™ incluye adicionalmente combinar
ligandos de acido nucleico seleccionados con compuestos lipéfilos 0 no inmunogénicos de alto peso molecular en un
complejo de diagndstico o terapéutico como se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N°
6.011.020, la patente de Estados Unidos N° 6.051.698 y la publicacion PCT N° WO 98/18480. Estas patentes y
solicitudes muestran la combinacién de una amplia matriz de formas y otras propiedades, con las propiedades de
amplificacion y replicacion eficientes de los oligonucleétidos, y con las propiedades deseables de otras moléculas.

[0069] También se ha explorado la identificacion de ligandos de acido nucleico para péptidos flexibles pequefios
mediante el procedimiento SELEX™. Los péptidos pequefios tienen estructuras flexibles y normalmente existen en
solucién en un equilibrio de multiples conférmeros y, por lo tanto, se pensé inicialmente que las afinidades de unién
podrian limitarse por la entropia conformacional perdida tras la unién a un péptido flexible. Sin embargo, la viabilidad
de la identificacion de ligandos de acido nucleico para péptidos pequefios en solucion se demostré en la patente de
Estados Unidos N° 5.648.214. En esta patente, se identificaron ligandos de acido nucleico de ARN de alta afinidad
por la sustancia P, un péptido de 11 aminoacidos.

[0070] Los aptameros con especificidad y afinidad de union por la(s) diana(s) de la presente memoria se
seleccionan normalmente por el procedimiento SELEX™ como se describe en el presente documento. Como parte
del procedimiento SELEX™, las secuencias seleccionadas que van a unirse a la diana se minimizan por tanto
opcionalmente para determinar la secuencia minima que tiene la afinidad de unién deseada. Las secuencias de
aptameros seleccionadas y/o las secuencias de aptameros minimizadas se optimizan opcionalmente realizando una
mutagénesis al azar o dirigida de la secuencia para aumentar la afinidad de unién o, como alternativa, para
determinar qué posiciones en la secuencia son esenciales para la actividad de unién. Adicionalmente, las
selecciones pueden realizarse con secuencias que incorporan nucleétidos modificados para estabilizar las moléculas
de aptamero contra la degradacion in vivo.

SELEX™ modificado en 2'

[0071] Para que un aptamero sea adecuado para su uso como un agente terapéutico, es preferiblemente barato
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de sintetizar, seguro y estable in vivo. Los aptameros de ARN y ADN natural no son normalmente estables in vivo
debido a su susceptibilidad a la degradacién por nucleasas. La resistencia a la degradacién por nucleasas puede
aumentarse enormemente por la incorporacion de grupos modificadores en la posicion 2'.

[0072] Los grupos 2'-flior y 2'-amino se han incorporado satisfactoriamente en bibliotecas de oligonucleétidos de
las que se han seleccionado posteriormente aptameros. Sin embargo, estas modificaciones aumentan enormemente
el coste de la sintesis del aptamero resultante y pueden introducir asuntos de seguridad en algunos casos debido a
la posibilidad de que los nucledtidos modificados pudieran recircularse en ADN huésped por degradacion de los
oligonucledtidos modificados y el uso posterior de los nucleétidos como sustratos para la sintesis de ADN.

[0073] Los aptameros que contienen 2'-O-metil-nucledtidos ("2'-OMe"), como se proporciona en algunas
realizaciones en el presente documento, superan muchos de estos inconvenientes. Los oligonucledtidos que
contienen 2'0OMe-nucledtidos son resistentes a nucleasa y baratos de sintetizar. Aunque los 2'-OMe-nucleétidos son
ubicuos en sistemas bioldgicos, las polimerasas naturales no aceptan 2'-OMe-NTP como sustratos en condiciones
fisioldgicas, por tanto, no hay problemas de seguridad con respecto a la recirculacion de 2'-OMe-nucleétidos en ADN
huésped. El procedimiento SELEX™ usado para generar aptameros modificados con 2' se describe, por ejemplo, en
la solicitud de patente de Estados Unidos N° 10/729,581 (US2004-0197804), presentada el 3 de diciembre de 2003,
y la solicitud de patente de Estados Unidos No. 10/873,856 (US2005-0037394), presentada el 21 de junio de 2004,
titulada Method for in vitro Selection of 2'-OMe Substituted Nucleic Acids".

[0074] La presente invencion incluye aptameros que se unen a y modulan la funcién de la proteina del
complemento C5 que contienen nucledtidos modificados (por ejemplo, nucleétidos que tienen una modificacién en la
posicion 2') para hacer el oligonucledtido mas estable que el oligonucledtido sin modificar a la degradacion
enzimatica y quimica, asi como a la degradacioén térmica y fisica. Aunque hay varios ejemplos de aptameros que
contienen 2'-OMe en la bibliografia (véase, por ejemplo, Green y col., Current Biology 2, 683-695, 1995), éstos se
generaron por la seleccion in vitro de bibliotecas de transcritos modificados en los que los residuos C y U estaban
sustituidos con 2'-fldor (2'-F) y los residuos A y G eran 2'-OH. Una vez se identificaron secuencias funcionales, a
continuacién cada residuo A y G se probo para la tolerancia a la sustitucion con 2'-OMe, y el aptamero se volvié a
sintetizar con todos los residuos A y G que toleraban la sustitucion con 2'-OMe como residuos 2'-OMe. La mayoria
de los residuos A y G de aptameros generados en este modo de dos etapas toleran la sustitucién con residuos 2'-
OMe aunque, en promedio, aproximadamente el 20% no lo toleran. Por consiguiente, los aptameros generados
usando este procedimiento tienden a contener de dos a cuatro residuos 2'-OH, y como resultado hay un equilibrio
entre la estabilidad y el coste de la sintesis. Incorporando nucleétidos modificados en la reacciéon de transcripcion
que genera oligonucledtidos estabilizados usados en grupos de oligonucleétidos de las que se seleccionan los
aptameros y se enriquecen por SELEX™ (y/o cualquiera de sus variaciones y mejoras, que incluyen aquellas
descritas en el presente documento), los procedimientos de la presente memoria eliminan la necesidad de estabilizar
los oligonucledtidos de aptameros seleccionados (por ejemplo, volviendo a sintetizar los oligonucledtidos de
aptameros con nucleétidos modificados).

[0075] En una realizacion, la presente descripcion proporciona aptameros que comprenden combinaciones de
modificaciones con 2'-OH, 2'-F, 2'-desoxi y 2'-OMe de los nucledtidos ATP, GTP, CTP, TTP y UTP. En otra
realizacion, la presente descripcién proporciona aptameros que comprenden combinaciones de modificaciones con
2'-OH, 2'-F, 2'-desoxi, 2'-OMe, 2'-NH, y 2'-metoxietilo de los nucledtidos ATP, GTP, CTP, TTP y UTP. En otra
realizacion, la presente descripcion proporciona aptameros que comprenden 58 combinaciones de modificaciones
con 2-OH, 2'-F, 2'-desoxi, 2'-OMe, 2'-NH. y 2'-metoxietilo de los nucleétidos ATP, GTP, CTP, TTP y UTP.

[0076] Los aptameros modificados en 2' se crean usando polimerasas modificadas, por ejemplo, una polimerasa
T7 modificada que tiene una velocidad de incorporacion de nucledtidos modificados que tienen sustituyentes
voluminosos en la posicion 2' de furanosa que es superior a la de polimerasas naturales. Por ejemplo, una
polimerasa T7 mutante (Y639F) en la que el residuo de tirosina en la posicion 639 se ha cambiado por fenilalanina
utiliza facilmente 2'-desoxi-, 2'-amino- y 2'-fluoro-nucleétidos trifosfato (NTP) como sustratos y se ha usado
ampliamente para sintetizar ARN modificados para una diversidad de aplicaciones. Sin embargo, esta polimerasa T7
mutante segun se informa no puede utilizar facilmente (es decir, incorporar) NTP con sustituyentes en 2'
voluminosos, tales como los sustituyentes 2-OMe o 2'-azido (2'-N3). Para la incorporacion de sustituyentes en 2'
voluminosos, se ha descrito un mutante de la polimerasa T7 (Y639F/H784A) que tiene la histidina en la posicion 784
cambiada a un residuo de alanina, ademas de la mutacién Y639F y se ha usado en circunstancias limitadas para
incorporar NTP de pirimidina modificados. Véase Padilla, R. y Sousa, R., Nucleic Acids Re., 2002, 30(24): 138.
También se ha usado una ARN polimerasa T7 mutante H784A que tiene la histidina en la posicién 784 cambiada a
un residuo de alanina Padilla y col., Nucleic Acids Research, 2002, 30: 138. Tanto en las polimerasas de mutante
doble Y639F/H784A como las T7 de un solo mutante H784A el cambio a un residuo de aminoacido mas pequefio, tal
como alanina, permite la incorporacion de sustratos de nucleétidos mas voluminosos, por ejemplo, nucledtidos
sustituidos con 2'-O-metilo.

[0077] Generalmente se ha descubierto que en las condiciones desveladas en el presente documento el mutante

Y693F puede usarse para la incorporacion de todos los NTP sustituidos con 2'-OMe, excepto GTP, y el mutante
doble Y639F/H784A puede usarse para la incorporacion de todos los NTP sustituidos con 2'-OMe, incluyendo GTP.
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Se espera que el mutante H784A posea propiedades similares a las de los mutantes Y639F y Y639F/H784A cuando
se usan en las condiciones desveladas en el presente documento.

[0078] Los oligonucledtidos modificados en 2' pueden sintetizarse completamente por nucleétidos modificados, o
con un subconjunto de nucledtidos modificados. Las modificaciones pueden ser iguales o diferentes. Todos los
nucledtidos pueden modificarse, y todos pueden contener la misma modificacion. Todos los nucledtidos pueden
modificarse, pero contienen diferentes modificaciones, por ejemplo, todos los nucledtidos que contienen la misma
base pueden tener un tipo de modificacién, mientras que los nucleétidos que contienen otras bases pueden tener
tipos diferentes de modificacion. Todos los nucleétidos de purina pueden tener un tipo de modificacion (o estan sin
modificar), mientras que todos los nucledtidos de pirimidina tienen otro tipo de modificacion diferente (o estan sin
modificar). De esta forma, los transcritos, o bibliotecas de transcritos, se generan usando cualquier combinacion de
modificaciones que incluye, por ejemplo, ribonucleétidos (2'-OH), desoxirribonucledtidos (2'-desoxi), nucleétidos 2'-F
y 2'-OMe. Una mezcla de transcripcion que contiene 2'-OMe-C y -U y 2'-OH-A y -G se denomina como una mezcla
"rRmY", y los aptameros seleccionados de la misma se denominan aptameros "rRmY". Una mezcla de transcripcion
que contiene desoxi-A y -G y 2-OMe-U y -C se denomina una mezcla "dRmY", y los aptameros seleccionados de la
misma se denominan aptameros "dRmY". Una mezcla de transcripciéon que contiene 2'-OMe-A, -C y -U y 2'-OH-G se
denomina una mezcla "rGmH", y los aptameros seleccionados de la misma se denominan aptameros "rGmH". Una
mezcla de transcripcion que contiene alternativamente 2-OMe-A, -C, -U y -G y 2-OMe-A, -U y -C y 2'-F-G se
denomina una "mezcla alternante", y los aptameros seleccionados de la misma se denominan aptameros de la
"mezcla alternante”. Una mezcla de transcripcion que contiene 2'-OMe-A, -U, -C y -G en la que hasta el 10% de las
G son ribonucleétidos, se denomina una mezcla "rfmGmH", y los aptameros seleccionados de la misma se
denominan aptameros "r/mGmH". Una mezcla de transcripcion que contiene 2'-OMe-A, -U y -C y 2-F-G se
denomina una mezcla "fGmH", y los aptameros seleccionados de la misma se denominan aptameros "fGmH". Una
mezcla de transcripcion que contiene 2'-OMe-A, -U y -C y desoxi-G se denomina una mezcla "dGmH", y los
aptameros seleccionados de la misma se denominan aptameros "dGmH". Una mezcla de transcripcién que contiene
desoxi-A y 2'-OMe-C, -G y -U se denomina una mezcla "dAmB", y los aptameros seleccionados de la misma se
denominan aptameros "dAmB", y una mezcla de transcripcion que contiene todos los 2'-OH-nucledtidos se
denomina una mezcla "rN", y los aptameros seleccionados de la misma se denominan aptameros "rN", "rRrY". Un
aptamero "mRmY" es uno que contiene todos los 2'-OMe-nucledtidos, y se obtiene normalmente a partir de un
oligonucledtido r/mGmH mediante reemplazo post-SELEX, cuando es posible, de cualquier 2'-OH G con 2'-OMe G.

[0079] Una realizacion preferida incluye cualquier combinacion de nucleétidos con 2'-OH-, 2'-desoxi- y 2'-OMe.
Una realizacion mas preferida incluye cualquier combinacion de nucleétidos con 2'-desoxi-y 2'-OMe. Una realizacion
incluso mas preferida es con cualquier combinacion de nucleétidos con 2'-desoxi-y 2'-OMe en los que las pirimidinas
son 2'-OMe (tal como dRmY, mRmY o dGmH).

[0080] La incorporacion de nucledtidos modificados en los aptameros de la invencion se realiza antes (pre-) del
procedimiento de seleccion (por ejemplo, una modificacion del procedimiento pre-SELEX™). Opcionalmente, los
aptameros de la invencién en los que los nucledtidos modificados se han incorporado por la modificacién del
procedimiento pre-SELEX™ pueden modificarse adicionalmente por un procedimiento de modificacion post-
SELEX™ (es decir, una modificacion del procedimiento post-SELEX™ después de una modificacion pre-SELEX™).
Las modificaciones del procedimiento pre-SELEX™ dan ligandos de acido nucleico modificados con especificidad
para la diana SELEX™ y también una mejor estabilidad in vivo. Las modificaciones del procedimiento post-
SELEX™, es decir, la modificaciéon (por ejemplo, truncacion, delecion, sustitucion o modificaciones de nucleétidos
adicionales de ligandos previamente identificados que tienen nucleétidos incorporados por modificacion del
procedimiento pre-SELEX™) puede producir una mejora adicional de la estabilidad in vivo sin afectar adversamente
la capacidad de union del ligando de acido nucleico que tiene nucledtidos incorporados por modificacion del
procedimiento pre-SELEX™.

[0081] Para generar grupos de transcritos de ARN modificados en 2' (por ejemplo, 2'-OMe) en condiciones bajo las
que una polimerasa acepta los NTP modificados en 2', la polimerasa preferida es la polimerasa de doble mutante
Y639L/H784A o la de un solo mutante Y693F. También pueden usarse otras polimerasas, particularmente las que
presentan una alta tolerancia por sustituyentes en 2' voluminosos. Dichas polimerasas pueden explorarse para
comprobar su capacidad ensayando su capacidad para incorporar nucleétidos modificados en las condiciones de
transcripcion descritas en el presente documento.

[0082] Se ha determinado que varios factores son importantes para las condiciones de transcripcion utiles en los
procedimientos desvelados en el presente documento. Por ejemplo, se observan aumentos en los rendimientos de
transcrito modificado cuando una secuencia conductora se incorpora en el extremo 5' de una secuencia fija en el
extremo 5' de la plantilla de transcripcion de ADN, tal forma que al menos aproximadamente los primeros 6 residuos
del transcrito resultante sean purinas.

[0083] Otro factor importante en la obtencién de transcritos que incorporan nucleétidos modificados es la presencia
o concentracion de 2'-OH GTP. La transcripcion puede dividirse en dos fases: la primera fase es la iniciacion,
durante la que un NTP se afiade al extremo hidroxilo en 3' de GTP (u otra guanosina sustituida) para dar un
dinucledtido que luego se extiende aproximadamente 10-12 nucledtidos; la segunda fase es la elongacioén, durante
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la que la transcripcion avanza mas alla de la adiciéon de los primeros aproximadamente 10-12 nucleétidos. Se ha
descubierto que pequefias cantidades de 2'-OH-GTP afadidas a una mezcla de transcripcién que contiene un
exceso de 2'-OMe-GTP son suficientes para permitir que la polimerasa inicie la transcripciéon usando 2'-OH-GTP,
pero una vez la transcripcion entra en la fase de elongacion, la discriminacion reducida entre 2'-OMe- y 2'-OH-GTP,
y el exceso de 2'-OMe-GTP con respecto a 2'-OH-GTP, permite la incorporacion de principalmente el 2'-OMe-GTP.

[0084] Otro factor importante en la incorporacion de nucleétidos sustituidos con 2'-OMe en transcritos es el uso de
tanto magnesio como manganeso divalente en la mezcla de transcripcion. Se ha descubierto que diferentes
combinaciones de concentraciones de cloruro de magnesio y cloruro de manganeso afectan el rendimiento de los
transcritos 2'-O-metilados, dependiendo la concentracion éptima del cloruro de magnesio y de manganeso de la
concentracion en la mezcla de reaccion de transcripcion de NTP que complejan iones metalicos divalentes. Para
obtener el mayor rendimiento de transcritos maximamente 2'-O-metilados (es decir, todos los 2'-OMe-A, -C y -U y
aproximadamente el 90% de los nucledtidos G) se prefieren concentraciones de aproximadamente cloruro de
magnesio 5 mM y cloruro de manganeso 1,5 mM cuando cada NTP esta presente a una concentracion de 0,5 mM.
Si la concentracion de cada NTP es 1,0 mM se prefieren concentraciones de aproximadamente cloruro de magnesio
6,5 mM y cloruro de manganeso 2,0 mM. Si la concentracion de cada NTP es 2,0 mM, se prefieren concentraciones
de aproximadamente cloruro de magnesio 9,5 mM y cloruro de manganeso 3,0 mM. En cualquier caso, las
desviaciones de estas concentraciones de hasta dos veces todavia dan cantidades significativas de transcritos
modificados.

[0085] También es importante la transcripcién por cebado con GMP o guanosina. Este efecto resulta de la
especificidad de la polimerasa por el nucleétido de iniciacién. Como resultado, es probable que el nucleétido del
extremo 5' de cualquier transcrito generado de este modo sea 2'-OH-G. La concentracion preferida de GMP (o
guanosina) es 0,5 mM e incluso mas preferiblemente 1 mM. También se ha descubierto que incluir PEG,
preferiblemente PEG-8000, en la reaccion de transcripcion es util para maximizar la incorporacion de nucleétidos
modificados.

[0086] Para la maxima incorporacion de 2'-OMe-ATP (100%), -UTP (100%), -CTP (100%) y -GTP (~90%)
("rf/mGmH") en transcritos se prefieren las siguientes condiciones: tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM,
espermidina 2 mM, PEG-8000 al 10% (p/v), Triton X-100 al 0,01% (p/v), MgCl> 5 mM (6,5 mM si la concentracion de
cada 2'-OMe-NTP es 1,0 mM), MnCl, 1,5 mM (2,0 mM si la concentracion de cada 2'-OMe-NTP es 1,0 mM), 2'-OMe-
NTP (cada uno) 500 uM (mas preferiblemente 1,0 mM), 2'-OH-GTP 30 puM, 2'-OH-GMP 500 uM, pH 7,5, ARN
polimerasa T7 Y639F/H784A 15 unidades/ml, pirofosfatasa inorganica 5 unidades/ml, y una secuencia conductora
de todas las purinas de al menos 8 nucleétidos de longitud. Como se usa en el presente documento, una unidad de
la ARN polimerasa T7 mutante Y639F/H784A (o cualquier otra ARN polimerasa T7 mutante especificada en el
presente documento) se define como la cantidad de enzima requerida para incorporar 1 nmol de 2'-OMe-NTP en
transcritos en las condiciones de ry/mGmH. Como se usa en el presente documento, una unidad de pirofosfatasa
inorganica se define como la cantidad de enzima que liberara 1,0 mol de ortofosfato inorganico por minuto a pH 7,2 y
25°C.

[0087] Para la incorporacion maxima (100%) de 2'-OMe-ATP, -UTP y -CTP ("rGmH") en transcritos se prefieren las
siguientes condiciones: tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 al 10% (p/v), Triton X-
100 al 0,01% (p/v), MgClz 5 mM (9,6 mM si la concentracion de cada 2'-OMe-NTP es 2,0 mM), MnCl; 1,5 mM (2,9
mM si la concentracion de cada 2-OMe-NTP es 2,0 mM), 2'-OMe-NTP (cada uno) 500 uM (mas preferiblemente 2,0
mM), pH 7,5, ARN polimerasa T7 Y639F 15 unidades/ml, pirofosfatasa inorganica 5 unidades/ml, y una secuencia
conductora de todas las purinas de al menos 8 nucledtidos de longitud.

[0088] Para la incorporacién maxima (100%) de 2-OMe-UTP y -CTP ("rRmY") en transcritos se prefieren las
siguientes condiciones: tampon HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 al 10% (p/v), Triton X-
100 al 0,01% (p/v), MgCl, 5 mM (9,6 mM si la concentracion de cada 2'-OMe-NTP es 2,0 mM), MnCl; 1,5 mM (2,9
mM si la concentracion de cada 2-OMe-NTP es 2,0 mM), 2'-OMe-NTP (cada uno) 500 uM (mas preferiblemente 2,0
mM), pH 7,5, ARN polimerasa T7 Y639F/H784A 15 unidades/ml, pirofosfatasa inorganica 5 unidades/ml, y una
secuencia conductora de todas las purinas de al menos 8 nucledtidos de longitud.

[0089] Para la incorporacién maxima (100%) de desoxi-ATP y -GTP y 2-OMe-UTP y -CTP ("dRmY") en transcritos
se prefieren las siguientes condiciones: tampén HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermina 2 mM, espermidina 2 mM,
PEG-8000 al 10% (p/v), Triton X-100 al 0,01% (p/v), MgCl; 9,6 mM, MnCl; 2,9 mM, 2'-OMe-NTP (cada uno) 2,0 mM,
pH 7,5, ARN polimerasa T7 Y639F 15 unidades/ml, pirofosfatasa inorganica 5 unidades/ml y una secuencia
conductora de todas las purinas de al menos 8 nucleétidos de longitud.

[0090] Para la incorporacion maxima (100%) de 2'-OMe-ATP, -UTP y -CTP y 2'-F-GTP ("fGmH") en transcritos se
prefieren las siguientes condiciones: tampén HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG-8000 al 10%
(p/v), Triton X-100 al 0,01 % (p/v), MgCl» 9,6 mM, MnCl» 2,9 mM, 2'-OMe-NTP (cada uno) 2,0 mM, pH 7,5, ARN
Polimerasa T7 Y639F 15 unidades/ml, pirofosfatasa inorganica 5 unidades/ml y una secuencia conductora de todas
las purinas de al menos 8 nucleétidos de longitud.
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[0091] Para la incorporacion maxima (100%) de desoxi-ATP y 2'-OMe-UTP, -GTP y -CTP ("dAmB") en transcritos
se prefieren las siguientes condiciones: tampén HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, PEG8000 al 10%
(p/v), Triton X-100 al 0,01 % (p/v), MgCl» 9,6 mM, MnCl» 2,9 mM, 2'-OMe-NTP (cada uno) 2,0 mM, pH 7,5, ARN
polimerasa T7Y69F 15 unidades/ml, pirofosfatasa inorganica 5 unidades/ml, y una secuencia conductora de todas
las purinas de al menos 8 nucleétidos de longitud.

[0092] Para cada una de lo anterior (a) la transcripcion se realiza preferiblemente a una temperatura de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 50 °C, preferiblemente de aproximadamente 30 °C a 45 °C, y mas
preferiblemente a aproximadamente 37 °C durante un periodo de al menos dos horas, y (b) se usa una plantilla de
transcripcion de ADN bicatenario 50-300 nM (se usa una plantilla 200 nM en la ronda 1 para aumentar la diversidad
(se usa una plantilla 300 nM en las transcripciones dRmY)), y para las rondas posteriores se usa aproximadamente
50 nM, una dilucién 1/10 de una reaccion de PCR optimizada usando condiciones descritas en el presente
documento). Las plantillas de transcripcion de ADN preferidas se describen mas adelante (cuando ARC254 y
ARC256 transcriben en todas las condiciones de 2'-OMe y ARC255 transcribe en condiciones de rRmY).

ARC254 (SEQ ID NO: 99):

5’-CATCGATGCTAGTCGTAACGATCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNCGAGAACGTTCTCTCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’

ARC255 (SEQ ID NO: 100)

5’-CATGCATCGCGACTGACTAGCCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNGTAGAACGTTCTCTCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’

ARC256 (SEQ ID NO: 101):

5’-CATCGATCGATCGATCGACAGCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNGTAGAACGTTCTCTCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’

[0093] En las condiciones de transcripcion rN de la presente memoria, la mezcla de reaccion de transcripcion
comprende 2'-OH-adenosina trifosfatos (ATP), 2'-OH-guanosina trifosfatos (GTP), 2'-OH-citidina trifosfatos (CTP) y
2'-OH-uridina trifosfatos (UTP). Los oligonucleétidos modificados producidos usando las mezclas de transcripcion rN
comprenden sustancialmente todos 2'-OH-adenosina, 2'-OH-guanosina, 2'-OH-citidina y 2'-OH-uridina. En una
realizacion preferida de la transcripcion rN, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una secuencia
en la que al menos el 80% de todos los nucleétidos de adenosina son 2'-OH-adenosina, al menos el 80% de todos
los nucleodtidos de guanosina son 2'-OH-guanosina, al menos el 80% de todos los nucleétidos de citidina son 2'-OH-
citidina y al menos el 80% de todos los nucledtidos de uridina son 2'-OH-uridina. En una realizacion mas preferida de
la transcripcion rN, los oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el
90% de todos los nucledtidos de adenosina son 2'-OH adenosina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de
guanosina son 2'-OH-guanosina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de citidina son 2'-OH-citidina y al menos
el 90% de todos los nucleétidos de uridina son 2'-OHuridina. En la realizacién mas preferida de la transcripcion rN,
los oligonucledtidos modificados comprenden una secuencia en la que el 100% de todos los nucledtidos de
adenosina son 2'-OH adenosina, el 100% de todos los nucledtidos de guanosina son 2'-OH-guanosina, el 100% de
todos los nucleétidos de citidina son 2'-OH-citidina y el 100% de todos los nucleétidos de uridina son 2'-OH-uridina.

[0094] En las condiciones de transcripcion rRmY de la presente memoria, la mezcla de reacciéon de transcripcion
comprende 2'-OH adenosina trifosfatos, 2'-OH guanosina trifosfatos, 2'-OMe citidina trifosfatos, y 2'-OMe uridina
trifosfatos. Los oligonucleétidos modificados producidos usando las mezclas de transcripcion rRmY comprenden
sustancialmente todos 2'-OH adenosina, 2'-OH guanosina, 2'-OMe citidina y 2'-OMe uridina. En una realizacion
preferida, los oligonuclettidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 80% de
todos los nucledtidos de adenosina son 2'-OH adenosina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de guanosina
son 2'-OH guanosina, al menos el 80% de todos los nucleétidos de citidina son 2'-OMe citidina y al menos el 80% de
todos los nucledtidos de uridina son 2'-OMe uridina. En una realizacion mas preferida, los oligonucledtidos
modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 90% de todos los nucledtidos de
adenosina son 2'-OH adenosina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de guanosina son 2'-OH guanosina, al
menos el 90% de todos los nucleétidos de citidina son 2'-OMe citidina y al menos el 90% de todos los nucledtidos de
uridina son 2'-OMe uridina. En la realizacién mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden
una secuencia en la que el 100% de todos los nucleétidos de adenosina son 2'-OH adenosina, el 100% de todos los
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nucleotidos de guanosina son 2'-OH guanosina, el 100% de todos los nucleétidos de citidina son 2'-OMe citidina y el
100% de todos los nucledtidos de uridina son 2'-OMe uridina.

[0095] En las condiciones de transcripcion dRmY de la presente memoria, la mezcla de reaccion de transcripcion
comprende 2'-desoxi adenosina trifosfatos, 2'-desoxi guanosina trifosfatos, 2'-O-metil citidina trifosfatos, y 2'-O-metil
uridina trifosfatos. Los oligonucledtidos modificados producidos usando las condiciones de transcripcion dRmY
comprenden sustancialmente todas las 2'-desoxi adenosina, 2'-desoxi guanosina, 2'-O-metil citidina, y 2'-O-metil
uridina. En una realizacién preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la
que al menos el 80% de todos los nucleétidos son 2'-desoxi adenosina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de
guanosina son 2'-desoxi guanosina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de citidina son 2'-O-metil citidina, y al
menos el 80% de todos los nucledtidos de uridina son 2'-O-metil uridina. En una realizacién mas preferida, los
oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 90% de todos los
nucledtidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de guanosina son 2'-
desoxi guanosina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de citidina son 2'-O-metil citidina, y al menos el 90% de
todos los nucledtidos de uridina son 2'-O-metil uridina. En la realizacion mas preferida, los oligonucledtidos
modificados resultantes comprenden una secuencia en la que el 100% de todos los nucledtidos de adenosina son 2'-
desoxi adenosina, el 100% de todos los nucledtidos de guanosina son 2'-desoxi guanosina, el 100% de todos los
nucledtidos de citidina son 2'-O-metil citidina, y el 100% de todos los nucleétidos de uridina son 2'-O-metil uridina.

[0096] En las condiciones de transcripcion rGmH de la presente memoria, la mezcla de reacciéon de transcripcion
comprende 2'-OH guanosina trifosfatos, 2'-OMe citidina trifosfatos, 2'-OMe uridina trifosfatos, y 2'-OMe adenosina
trifosfatos. Los oligonucledtidos modificados producidos usando las mezclas de transcripcion rGmH comprenden
sustancialmente todos 2'-OH guanosina, 2'-OMe citidina, 2'-OMe uridina y 2'-OMe adenosina. En una realizacion
preferida, los oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 80% de
todos los nucledtidos de guanosina son 2'-OH guanosina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de citidina son
2'-OMe citidina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de uridina son 2'-OMe uridina, y al menos el 80% de todos
los nucledtidos de adenosina son 2'-OMe adenosina. En una realizacion mas preferida, los oligonucleétidos
modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 90% de todos los nucledtidos de
guanosina son 2'-OH guanosina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de citidina son 2'-OMe citidina, al menos
el 90% de todos los nucleotidos de uridina son 2'-OMe uridina, y al menos el 90% de todos los nucledtidos de
adenosina son 2'-OMe adenosina. En la realizacién mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes
comprenden una secuencia en la que el 100% de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina, el 100%
de todos los nucleétidos de citidina son 2'-OMe citidina, el 100% de todos los nucleétidos de uridina son 2'-OMe
uridina, y el 100% de todos los nucleétidos de adenosina son 2'-OMe adenosina.

[0097] En las condiciones de transcripcion r/mGmH de la presente memoria, la mezcla de reaccién de
transcripcion comprende 2'-OMe adenosina trifosfato, 2'-OMe citidina trifosfato, 2'-OMe guanosina trifosfato, 2'-OMe
uridina trifosfato y 2'-OH guanosina trifosfato. Los oligonucleétidos modificados resultantes producidos usando las
mezclas de transcripcion r/mGmH comprenden sustancialmente todas las 2'-OMe adenosina, 2'-OMe citidina, 2'-
OMe guanosina, y 2-OMe uridina, en los que la poblacion de nucledtidos de guanosina tiene un maximo de
aproximadamente el 10% de 2'-OH guanosina. En una realizacion preferida, los oligonucledtidos modificados
r/mGmH resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 80% de todos los nucledtidos de adenosina
son 2'-OMe adenosina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de citidina son 2'-OMe citidina, al menos el 80% de
todos los nucledtidos de guanosina son 2'-OMe guanosina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de uridina son
2'-OMe uridina, y no mas de aproximadamente el 10% de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina.
En una realizacion mas preferida, los oligonucleétidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que
al menos el 90% de todos los nucledtidos de adenosina son 2-OMe adenosina, al menos el 90% de todos los
nucledtidos de citidina son 2-OMe citidina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de guanosina son 2'-OMe
guanosina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de uridina son 2'-OMe uridina, y no mas de aproximadamente
el 10% de todos los nucledtidos de guanosina son 2-OH guanosina. En la realizacion mas preferida, los
oligonucledétidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que el 100% de todos los nucleétidos de
adenosina son 2'-OMe adenosina, el 100% de todos los nucleétidos de citidina son 2'-OMe citidina, 90% de todos los
nucledtidos de guanosina son 2-OMe guanosina, y el 100% de todos los nucledtidos de uridina son 2'-OMe uridina,
y no mas de aproximadamente el 10% de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-OH guanosina.

[0098] En las condiciones de transcripcion fGmH de la presente memoria, la mezcla de reaccion de transcripcion
comprende 2'-OMe adenosina trifosfatos, 2'-OMe uridina trifosfatos, 2'-OMe citidina trifosfatos, y 2'-F guanosina
trifosfatos. Los oligonucledtidos modificados producidos usando las condiciones de transcripcion fGmH comprenden
sustancialmente todas las 2'-OMe adenosina, 2'-OMe uridina, 2'-OMe citidina, y 2'-F guanosina. En una realizacion
preferida, los oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 80% de
todos los nucledétidos de adenosina son 2'-OMe adenosina, al menos el 80% de todos los nucleétidos de uridina son
2'-OMe uridina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de citidina son 2'-OMe citidina, y al menos el 80% de todos
los nucledtidos de guanosina son 2'-F guanosina. En una realizacion mas preferida, los oligonucleétidos modificados
resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 90% de todos los nucleétidos de adenosina son 2'-
OMe adenosina, al menos el 90% de todos los nucleétidos de uridina son 2'-OMe uridina, al menos el 90% de todos
los nucledtidos de citidina son 2'-OMe citidina, y al menos el 90% de todos los nucleétidos de guanosina son 2'-F
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guanosina. En la realizacion mas preferida, los oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una secuencia
en la que el 100% de todos los nucledtidos de adenosina son 2'-OMe adenosina, el 100% de todos los nucledtidos
de uridina son 2'-OMe uridina, el 100% de todos los nucledtidos de citidina son 2'-OMe citidina, y el 100% de todos
los nucledtidos de guanosina son 2'-F guanosina.

[0099] En las condiciones de transcripcion dAmB de la presente memoria, la mezcla de reaccion de transcripcion
comprende 2'-desoxi adenosina trifosfatos, 2'-OMe citidina trifosfatos, 2'-OMe guanosina trifosfatos, y 2'-OMe uridina
trifosfatos. Los oligonucledtidos modificados producidos usando las mezclas de transcripcion dAmB comprenden
sustancialmente todas las 2'-desoxi adenosina, 2'-OMe citidina, 2'-OMe guanosina, y 2'-OMe uridina. En una
realizacion preferida, los oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el
80% de todos los nucledtidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de
citidina son 2-OMe citidina, al menos el 80% de todos los nucledtidos de guanosina son 2'-OMe guanosina, y al
menos el 80% de todos los nucleétidos de uridina son 2'-OMe uridina. En una realizacion mas preferida, los
oligonucledtidos modificados resultantes comprenden una secuencia en la que al menos el 90% de todos los
nucledtidos de adenosina son 2'-desoxi adenosina, al menos el 90% de todos los nucledtidos de citidina son 2'-OMe
citidina, al menos el 90% de todos los nucleotidos de guanosina son 2'-OMe guanosina, y al menos el 90% de todos
los nucledtidos de uridina son 2'-OMe uridina. En la realizacion mas preferida, los oligonucleétidos modificados
resultantes comprenden una secuencia en la que el 100% de todos los nucledtidos de adenosina son 2'-desoxi
adenosina, el 100% de todos los nucleédtidos de citidina son 2'-OMe citidina, el 100% de todos los nucleétidos de
guanosina son 2'-OMe guanosina, y el 100% de todos los nucleétidos de uridina son 2'-OMe uridina.

[00100] En cada caso, los productos de transcripcion pueden usarse entonces como la biblioteca en el
procedimiento SELEX™ para identificar aptameros y/o para determinar un motivo conservado de secuencias con
especificidad de union a una diana determinada. Las secuencias resultantes ya estan estabilizadas, eliminandose
esta etapa del procedimiento para llegar a una secuencia de aptameros optimizada y dando como resultado un
aptamero mas altamente estabilizado. Otra ventaja del procedimiento SELEX™ de 2'-OMe es que es probable que
las secuencias resultantes tengan menos 2'-OH-nucleétidos requeridos en la secuencia, posiblemente ninguno.
Hasta el punto que los 2'OH-nucleétidos que quedan pueden eliminarse realizando modificaciones post-SELEX™.

[00101] Como se describe mas adelante, pueden obtenerse rendimientos menores pero todavia Utiles de los
transcritos que incorporan completamente nucleétidos sustituidos en 2' en condiciones distintas a las condiciones
optimizadas que se han descrito anteriormente. Por ejemplo, las variaciones para las condiciones de transcripcion
anteriores incluyen:

[00102] La concentracion de tampdn HEPES puede variar de 0 a 1 M. La presente invention también contempla el
uso de otros agentes tamponantes que tienen una pKa entre 5 y 10 que incluyen, por ejemplo,
tris(hidroximetil)aminometano.

[00103] La concentracion de DTT puede variar de 0 a 400 mM. Los procedimientos de la presente memoria también
proporcionan el uso de otros agentes reductores que incluyen, por ejemplo, mercaptoetanol.

[00104] La concentracion de espermidina y/o espermina puede variar de 0 a 20 mM.

[00105] La concentracién de PEG-8000 puede variar del 0 al 50 % (p/v). Los procedimientos de la presente
memoria también proporcionan el uso de otro polimero hidréfilo que incluye, por ejemplo, PEG de otro peso
molecular u otros polialquilenglicoles.

[00106] La concentracion de Triton X-100 puede variar del 0 al 0,1% (p/v). Los procedimientos de la presente
memoria también proporcionan el uso de otros detergentes no idnicos que incluyen, por ejemplo, otros detergentes
que incluyen otros detergentes de Triton-X.

[00107] La concentracion de MgCl, puede variar de 0,5 mM a 50 mM. La concentracion de MnCl, puede variar de
0,15 mM a 15 mM. Tanto MgCl, como MnCl, deben estar presentes dentro de los intervalos descritos y en una
realizacion preferida estan presentes en aproximadamente una relacion de 10 a aproximadamente 3 de
MgCl2:MnCl;, preferiblemente, la relacion es aproximadamente 3-5:1, mas preferiblemente, la relacion es
aproximadamente 3-4:1.

[00108] La concentracion de 2'-OMe-NTP (cada NTP) puede variar de 5 uM a 5 mM.

[00109] La concentracion de 2'-OH GTP puede variar de 0 uM a 300 pM.

[00110] La concentracion de 2'-OH GMP puede variar de 0 a 5 mM.

[00111] El pH puede variar de pH 6 a pH 9. Los procedimientos de la presente memoria pueden ponerse en

practica dentro del intervalo de pH de la actividad de la mayoria de las polimerasas que incorporan nucleétidos
modificados. Ademas, los procedimientos de la presente memoria proporcionan el uso 6ptimo de agentes quelantes

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 808 955 T3

en la condicion de reaccion de transcripcion incluyendo, por ejemplo, EDTA, EGTAy DTT.

[00112] Los aptameros seleccionados que tienen la mayor afinidad y union especifica como se demuestra mediante
los ensayos biolégicos que se describen en los siguientes ejemplos, son agentes terapéuticos adecuados para el
tratamiento de afecciones en las que la proteina del complemento C5 esta implicada en la patogénesis

Aptameros con Afinidad de Unién a la Proteina del Sistema del Complemento C5

[00113] Aunque el sistema del complemento tiene una funcién importante en el mantenimiento de la salud, tiene el
potencial de provocar o contribuir a la enfermedad. Por lo tanto, es deseable desarrollar inhibidores del sistema del
complemento para su uso terapéutico. Es particularmente deseable desarrollar inhibidores de la proteina del
complemento C5 ya que es un componente tanto de la via clasica como la alternativa de las cascadas de activacion
del complemento (Matis y Rollins (1995) Nature Medicine 1(8): 839-842). Por consiguiente, la inhibicion de C5 puede
impedir un dafio mediado por el complemento causado por cualquier via. Algunas proteinas del sistema del
complemento, tales como C1q y C3, son importantes en los mecanismos de defensa normales frente a
microorganismos y en la eliminacion de componentes inmunes vy tejido dafiado; sin embargo, C5 es relativamente
poco importante para estas funciones. Por lo tanto, la funcién de C5 puede inhibirse durante cortos o largos periodos
de tiempo sin comprometer la funcién protectora del sistema del complemento.

[00114] También es deseable un inhibidor terapéutico de C5 puesto que la escision de inhibicién de C5 impide la
generacion de dos actividades del complemento potencialmente dafiinas. En primer lugar, la inhibicion de la
generacion de C5a de la escision de C5 elimina la actividad quimiotactica y vasoactiva del complemento principal.
En segundo lugar, la inhibicion de la generacion de C5b de la escision de C5 bloquea el conjunto del complejo de
ataque a membrana C5b-9 citolitica ("MAC"). La inhibicion de la escisién de C5 bloquea tanto los efectos de C5a
como los de C5b en los leucocitos y sobre el tejido, tal como las células endoteliales (Ward (1996) Am. J. Pathol.
149: 1079).

[00115] Tanto C5a como el MAC han estado implicados en la inflamacién aguda y crénica relacionada con una
enfermedad humana, y su funcion en las patologias se ha confirmado en modelos de animales. Se requiere C5a
para una lesion vascular pulmonar dependiente del complemento y neutrdfilos (Ward (1997) J. Lab. Clin. Med. 129:
400; Mulligan y col., (1998) J. Clin. Invest. 98: 503), y esta relacionado con la activacion de neutrdfilos y plaquetaria
en un shock y en una lesion por quemadura (Schmid y col., (1997) Shock 8: 119). El MAC media la lesiéon muscular
en la miastenia gravis aguda autoimune (Biesecker y Gomez (1989) J. Immunol. 142: 2654), rechazo del érgano en
trasplante (Baldwin y col., (1995) Transplantation 59: 797; Brauer y col., (1995) Transplantation 59: 288; Takahashi y
col., (1997) Immunol. Res. 16: 273), y lesion renal en glomerulonefritis autoinmune (Biesecker (1981) J. Exp. Med.
39: 1779; Nangaku (1997) Kidney Int. 52: 1570). Tanto C5a como el MAC estan implicados en la isquemia de
miocardio aguda (Homeister y Lucchesi (1994) Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 34: 17), lesion del SNC aguda
(Bednar y col., (1997) J. Neurosurg. 86: 139) y cronica (Morgan (1997) Exp. Clin. Immunogenet. 14: 19), activacion
leucocitaria durante la circulacion extracorpérea (Sun y col., (1995) Nucleic Acids Res. 23: 2909; Spycher y
Nydegger (1995) Infushionsther. Transfusionsmed. 22: 36) y una lesion tisular relacionada con enfermedades
autoinmunes, incluyendo artritis y lupus (Wang y col., (1996) Immunology 93: 8563).

[00116] La activacion del complemento también ha estado implicada en la retinopatia diabética, y puede componer
o iniciar un dafio vascular retiniano (Zhang y col., (2002) Diabetes 51: 3499). La activacion del complemento
constitutiva de bajo nivel tiene lugar en el eje no diabético, lo que se evidencia por la presencia de MAC y proteinas
reguladoras del complemento en los ojos de ratas no diabéticas, indicando que tiene lugar una alteraciéon del
complemento en los pacientes diabéticos (Sohn y col., (2000) IOVS 41: 3492). Ademas, se ha detectado la
deposicion de C5b-9 en vasos de la retina de donantes humanos diabéticos en los que no habia donantes humanos
no diabéticos (Zhang y col.), se muestra una expresion reducida de CD55 y CD59 en retinas diabéticas (Zhang y
col.), y esta presente CD59 glicado en la orina de pacientes diabéticos, pero en los pacientes no diabéticos (Acosta y
col., (2002) PNAS 97, 5450-5455). Adicionalmente, se sabe que el sistema del complemento y vascular se activara
en la diabetes de tipo I. Véase, por ejemplo, Hansen, T.K. y col., Diabetes, 53: 1570-1576 (2004). C5a activa las
células endoteliales a través de la interaccion con los sistemas inmune y del complemento. Véase, por ejemplo,
Albrecht, E.A. y col., Am J Pathology, 164: 849-859 (2004). El sistema vascular se activa en enfermedades oculares,
incluyendo la retinopatia diabética. Véase, por ejemplo, Gert, V.B. y col., Invest Opthalmol Vis Sci, 43: 1104-1108
(2002). EIl sistema del complemento también se activa en la retinopatia diabética. Véase, por ejemplo, Gert, V.B. y
col., Invest Opthalmol Vis Sci, 43: 1104-1108 (2002) y Badouin, C y col., Am J Opthalmol, 105: 383-388 (1988).

[00117] En algunas realizaciones, los materiales de la presente memoria comprenden una serie de aptameros de
acido nucleico de aproximadamente 15 a aproximadamente 60 nucleétidos de longitud, que se unen de manera
especifica a la proteina del complemento C5, y que modulan funcionalmente, por ejemplo, bloquean, la actividad de
la proteina del complemento C5 en ensayos in vivo y/o basados en células.

[00118] Se describen aptameros que son capaces de unirse de manera especifica y modular la proteina del

complemento C5. Estos aptameros proporcionan una realizacién de baja toxicidad, segura y efectiva para tratar,
mejorar y/o prevenir una diversidad de enfermedades o trastornos relacionados con el complemento, incluyendo, por
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ejemplo, trastornos cardiacos relacionados con el complemento (por ejemplo, lesién del miocardio; complicaciones
del complemento mediadas por C5 relacionadas con la cirugia de revascularizacion coronaria (CABG), tales como
sangrado postoperatorio, activacion sistémica de los neutrdfilos y leucocitos, aumento del riesgo de infarto de
miocardio, y aumento de la disfuncién cognitiva; restenosis y complicaciones del complemento mediadas por C5 que
se relacionan con la intervencion coronaria percutanea), lesion por isquemia-reperfusion (por ejemplo, infarto de
miocardio, ictus, quemadura por frio), trastornos inflamatorios relacionados con el complemento (por ejemplo, asma,
artritis, sepsis, y rechazo después del trasplante de dérganos), y trastornos autoinmunes relacionados con el
complemento (por ejemplo, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico (LES)). Otras indicaciones para las cuales
la inhibicion de C5 es deseable, incluyen, por ejemplo, inflamacion del pulmén (Mulligan y col. (1998) J. Clin. Invest.
98: 503), activacion del complemento extracorpdreo (Rinder y col. (1995) J. Clin. Invest. 96: 1564), activacion del
complemento mediada por anticuerpos (Biesecker y col. (1989) J. Immunol. 142: 2654), glomerulonefritis y otras
enfermedades renales, indicaciones oculares, tales como dafio del tejido ocular mediado por C5, por ejemplo,
retinopatia diabética y hemoglobinuria nocturna paroxisomal. Estos aptameros también pueden utilizarse en el
diagndstico.

[00119] Estos aptameros pueden incluir modificaciones como se describe en el presente documento, incluyendo,
por ejemplo, la conjugacion con compuestos lipofilos o de alto peso molecular (por ejemplo, PEG), la incorporacion
de un resto de proteccion, la incorporacion de nucleétidos modificados y modificaciones a la cadena principal del
fosfato.

[00120] En una realizacion, se proporciona un aptamero no natural aislado, que se una a la proteina del
complemento C5. En algunas realizaciones, el aptamero no natural aislado tiene una constante de disociacion ("Ky")
para la proteina del complemento C5 de menos de 100 uM, menos de 1 uM, menos de 500 nM, menos de 100 nM,
menos de 50 nM, menos de 1 nM, menos de 500 pM, menos de 100 pM, menos de 50 pM. En algunas
realizaciones, la constante de disociacion se determina mediante titulacion de transferencia (“dot blot”), tal como se
describe en el Ejemplo 1 que se indica a continuacion.

[00121] En otra realizacion, el aptamero modula una funcion de la proteina del complemento C5. En otra
realizacién, el aptamero inhibe una funcién de la proteina del complemento C5 mientras que en otra realizacion, el
aptamero estimula una funcién de C5. Una variante de la proteina del complemento C5 como se usa en el presente
documento, incluye variantes que realizan basicamente la misma funcién que una funcién de la proteina del
complemento C5. Una variante de la proteina del complemento C5 comprende de manera preferida,
sustancialmente la misma estructura y en algunas realizaciones, comprende una identidad de secuencia del 80%,
mas preferiblemente el 90% de identidad de secuencia, y mas preferiblemente el 95% de identidad de secuencia con
respecto a la secuencia aminoacidica de la proteina del complemento C5, que comprende la secuencia
aminoacidica que se muestra a continuacion (SEQ ID NO: 102) (citada en Haviland y col., J Immunol. 1 de enero de
1991; 146 (1): 362-8):
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[00122] En algunas realizaciones, la identidad de secuencia de las variantes diana se determina usando BLAST
como se describe a continuacién. La expresion "identidad de secuencia” en el contexto de dos o mas secuencias de
acidos nucleicos o de proteinas, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son las mismas o tienen
un porcentaje especificado de residuos aminoacidicos o nucleétidos que son los mismos, cuando se comparan o se
alinean para la correspondencia maxima, como se mide usando uno de los siguientes algoritmos de comparacién de
secuencia o mediante inspeccion visual. Para la comparaciéon de la secuencia, tipicamente una secuencia actua
como una secuencia de referencia con la que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo
de comparacion de secuencia, las secuencias de prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan
las coordenadas de las subsecuencias, si es necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de
la secuencia. El algoritmo de comparacion de secuencia calcula entonces el porcentaje de identidad de la secuencia
para la secuencia o secuencias de prueba con relacién a la secuencia de referencia, en base a los parametros
designados del programa. La alineacion optima de las secuencias para la comparacion puede realizarse, por
ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante
el algoritmo de alineacion de homologia de Needleman & Wunsch, J Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda
por el método de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), mediante
implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete de
Programas de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante
inspeccion visual (véase generalmente, Ausubel y col., a continuacion).

[00123] Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de la secuencia,
es el algoritmo usado en la herramienta de blusqueda de la alineacion local basica (en lo sucesivo en el presente
documento "BLAST"), véase, por ejemplo, Altschul y col., J Mol. Biol. 215: 403-410 (1990) y Altschul y col., Nucleic
Acids Res., 15: 3389-3402 (1997). El programa para realizar los analisis BLAST esta disponible al publico a través
del Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (en lo sucesivo en el presente documento "NCBI"). Los
parametros por defecto usados en la determinacion de la identidad de la secuencia usando el programa disponible
de NCBI, por ejemplo, BLASTN (para secuencias nucleotidicas) y BLASTP (para secuencias aminoacidicas), se
describen en McGinnis y col., Nucleic Acids Res., 32: W20-W25 (2004).

[00124] En otra realizacion, el aptamero tiene sustancialmente la misma capacidad de unirse a la proteina del
complemento C5 que un aptamero que comprende cualquiera de: las SEQ ID NOS 1-2, 5-67, 75-81, 83 u 88-98. En
otra realizacion, el aptamero tiene sustancialmente la misma estructura y capacidad de unirse a la proteina del
complemento C5 que un aptamero que comprende cualquiera de: las SEQ ID NOS 1-2, 5-67, 75-81, 83 u 88-98. En
otra realizacion, los aptameros tienen una secuencia, incluyendo cualquier modificacion quimica, de acuerdo con
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una cualquiera de las SEQ ID NOS: 2, 5-67, 75-81, 83 u 88-98. En otra realizacién, los aptameros se usan como un
principio activo en las composiciones farmacéuticas. En otra realizacién, los aptameros o composiciones que
comprenden los aptameros se usan para tratar una diversidad de enfermedades o trastornos relacionados con el
complemento, incluyendo una cualquiera seleccionada del grupo que consiste en: trastornos cardiacos relacionados
con el complemento (por ejemplo, lesidon de miocardio; complicaciones del complemento mediadas por C5
relacionadas con la cirugia de revascularizacién coronaria (CABG), tales como sangrado postoperatorio, activacion
sistémica de los neutrofilos y leucocitos, aumento del riesgo de infarto de miocardio, y aumento de la disfuncion
cognitiva; restenosis; y complicaciones del complemento mediadas por C5 que se relacionan con la intervencion
coronaria percutanea), lesion por isquemia-reperfusion (por ejemplo, infarto de miocardio, ictus, quemadura por frio),
trastornos inflamatorios relacionados con el complemento (por ejemplo, asma, artritis, sepsis y rechazo después del
trasplante de 6rganos), y trastornos autoinmunes relacionados con el complemento (por ejemplo, miastenia gravis,
lupus eritematoso sistémico (LES), inflamacion del pulmdn, activacién del complemento extracorpdreo, activacion del
complemento mediada por anticuerpos e indicaciones oculares, tales como dafo del tejido ocular mediado por el
complemento, tal como retinopatia diabética.

[00125] Los aptameros de la invencion anti-C5 incluyen una mezcla de nucledtidos modificados con 2'-fluor,
nucledtidos modificados con 2-OMe ("2'-OMe") y residuos de 2'-OH purina. A continuacion, se muestra una
secuencia genérica descriptiva (SEQ ID NO: 1) para un aptamero anti-C5 modificado en la Tabla 1, y la estructura se
muestra en la figura 3A. La gran mayoria de purinas (A y G), se han modificado para 2'-OMe, excluyendo solo dos
residuos de G que permanecen en 2'-OH (residuos mostrados con contorno). Los residuos encerrados en un circulo
representan un subconjunto de pirimidinas que pueden modificarse simultdneamente para 2'-H sin alterar
sustancialmente la actividad anti-C5 del aptamero (véase ARC330 en la Tabla 1 que se muestra a continuacion
(SEQ ID NO: 2, figura 3B)). Los residuos subrayados mostrados en la figura 3A representan los residuos de
pirimidina que pueden contener una modificacion 2'-flior o 2'-H (pero no 2'-OMe), mientras que los residuos en un
recuadro representan residuos de pirimidina que pueden contener una modificacion 2'-flior o 2-OMe (pero no 2'-H).
Los residuos indicados con una flecha (—), deben contener una modificacion 2'-flor. Sin una modificacién 2'-flior en
los residuos indicados por una flecha (—), la actividad hemolitica resultante del aptamero resultante disminuye
sustancialmente. En una realizaciéon preferida, un aptamero anti-C5 comprende una secuencia nucleotidica de
acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

[00126] Un ejemplo de un aptamero anti-C5 segun la invencion es ARC186 (SEQ ID NO: 4), que se muestra en la
figura 3C y se describe en la patente de Estados Unidos N° de Serie 6.395.888. Los 21 residuos de pirimidina de
ARC186 tienen modificaciones 2'-flior. La mayoria de las purinas (14 residuos), tienen modificaciones 2'-OMe,
excepto para tres residuos de 2'-OH purina (mostrados con contorno en la figura 3C). Los aptameros anti-C5
también pueden incluir diferentes mezclas de modificaciones 2'-flior y 2'-H. Por ejemplo, otro aptamero anti-C5
descrito es el ARC330 (SEQ ID NO: 2), mostrado en la figura 3B. ARC330 (SEQ ID NO: 2) contiene siete
modificaciones 2'-H (residuos encerrados en circulos en la figura 3B), 14 residuos de pirimidina con modificaciones
2'-fldor, 14 residuos de purina residuos con modificaciones 2'-OMe, y tres residuos de 2'-OH purina (mostrados con
contorno en la figura 3B).

[00127] Otras combinaciones de aptameros que contienen una mezcla de modificaciones 2'-flior, modificaciones 2'-
OMe, residuos de 2'-OH purina, y la conjugacidon con compuestos no inmunogénicos de alto peso molecular (por
ejemplo, PEG) de tamafio variable, cada uno de los cuales se obtuvo a partir de ARC186 (SEQ ID NO: 4), se
describen en la Tabla 1 que se muestra a continuacion. La descripcion comprende aptameros tal como se describen
en la tabla 1 siguiente, asi como aptameros que carecen o que comprenden adicionalmente una corona 3' (por
ejemplo, dT invertido).

[00128] A menos que se indique ofra cosa, las secuencias nucleotidicas en la Tabla 1 que se muestra a
continuacién se enumeran en la direccién 5' a 3'. Para cada una de las secuencias individuales en la Tabla 1, todas
las modificaciones 2'-OMe purina o pirimidina se indican por "m", que precede al nucleétido correspondiente; todas
las modificaciones de 2'-flior pirimidina se indican por "f', que precede al nucleétido correspondiente; todas las
modificaciones de purina o desoxi pirimidina se indican por "d", que precede el nucleétido correspondiente; y
cualquier purina o pirimidina que aparezca sin "m", "f" o "d" precediendo al nucleétido, indica un residuo 2'-OH.

Tabla 1:
SEQ ID NO: 1

X1X2f CfCrGfCX3XafUXsXsX7X9X10X11rGX12X13X12X15X16X17X18X19X20X21 X22X23fUFfUX24 X 25X 26 X27X28fC X 29
donde:

X1=fComC
X2 =rGomG
X3 =rGomG
X4 =rGomG
Xs=fCodC
X6 =fUodT
X7z=fCodC
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Xs =rAomA
Xo=rGomG
X10 =rGomG
X11 =fCodC
X12 =fComC
X13 fuUomu
X124 =rGomG
X5 =rAomA
X16 =rG o mG
X17 fUodT
X18 fCodC
X19 fUodT
X20 =rG o mG
X21 =rAomA
X22 =rG o mG
X23 fUodT
X24 =rA o mA
X25 =fCodC
X25 =fCodC
X27 =fUodT
X2 =rG o mG
X290 =rG o mG

ARC330 (SEQ ID NO: 2)
fCMGICICGICMGMGUICTdCMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAMGTUFUFUATCICIUMGICMG

ARC185 (SEQ ID NO: 3)
GAFCGAFUGFCGGIUFCTUFCAFUGICGUFCGAGTUGFUGAGFUFUTUATCICTUTUFCGIUFC

ARC186 (SEQ ID NO: 4)
fCMGICICGICMGMGUFCIUFCMAMGICGFCUMGMAMGIUFCUMGMAMGUTUfUATCICUMGFCmG-3T

ARC 187 (SEQ DD NO: 5)

40kDa PEG-- NH-
fGMGICIGGFCMGMGFUfGIUfGMAMGmMGFCGICGFUMGMAMGTUFCIUMGMAmMGIUfUfUAJAFGFCFUMGICmG-3T
Donde el PEG ramificado de 40 kDa es 1,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-2-(4'-butamida)

ARC188 (SEQ ID NO: 6)
AGGAFCGAfUGFCGGIUfCFUTCAfUGICGFUfCGAGUGTUAGTUfUFUAFCTCTUFUFCGTUFC

ARC189 (SEQ ID NO: 7)
AGFCMGFCICGICMGMGFUFCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGUFCIUMGMAMGHUfUFUAFCFCTUMGICMG

ARC250 (SEQ ID NO: 8)
GGfCGCICGICGGIUFCTUTCAGGICGICIUGAGRUTCIUGAGIUFUFUAFCICIUGICG

ARC296 (SEQ ID NO: 9)
fCMGFCICGFCMGMGUICTACMAMGMGACGICUMGMAMGTdCTMGMAMGIUfUTUAICACIUMGICMG-3T

ARC297 (SEQ ID NO: 10)
mMCmMGmMCFCGFCMGMGfUdCTdCmMmAMGmMGdCGfCIUMGMAMGTdCTmMGMAMGIUfUfUAdCACfUMGMCmG-3T

ARC331 (SEQ ID NO: 11)
dCmGACICGICMGMGUCTACMAMGMGACGFCUMGMAMGTdCTmGmMAMGIUFUFUAFCFCFUMGACMG

ARC332 (SEQ ID NO: 12)
dCMGICICGIGMGMGFUdCTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAMGIUfUFUAFCICIUMGICmG

ARC333 (SEQ ID NO: 13)
fCMGJCICGICMGMGFUdCTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTAdCTMGMAmMGIUFUTUATCICIUMGICMG

ARC334 (SEQ ID NO: 14)
fCMGFCICGFCMGMGUICTACMAMGMGACGICUMGMAMGTdCTMGMAMGIUFUTUATCICIUMGACMG

ARC411 (SEQ ID NO: 15)
fCMGMCICGFCMGMGUICTdCMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGMAMGUfUUATCICIUMGICMG
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ARC412 (SEQ ID NO: 16)
fCMGFCFCGICMGMGFUdCTACMAMGMGACGFCUMGMAMGTACTmGmMAMGIUFUFUAFCFCUmGMCMG

ARC413 (SEQ ID NO: 17)
mMCmGFCfCGFCMGMGFUdCTACMAMGMGACGFCUMGMAMGTACTmGmMAMGIUFUTUAFCFCFUMGICmMG

ARC414 (SEQ ID NO: 18)
mMCmMGMCFCGFCMGMGfUdCTdCmMmAMGMGACGfCIUMGMAMGTAdCTmGMAMGFUfUfUATCFCfUMGMCmG

ARC415 (SEQ ID NO: 19)
fCMGfGACGFGMGMGUdCTdCMAMGMGACGFCIUmGMAMGTACTMGMAMGIUFUFUATCIGIUMGICMG

ARC416 (SEQ ID NO: 20)
fCMGFCICGACMGMGFUdCTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAMGIUfUFUATCICIUMGICMG

ARC417 (SEQ ID NO: 21)
fCMGFCdCGACMGMGUICTdCMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGMAMGUfUFUATCICIUMGICMG

ARC418 (SEQ ID NO: 22)
fCMGFCICGFCMGMGUICTACMAMGMGACGACIUMGMAMGTACTMGMAMGIUfUFUATCICIUMGICMG

ARC419 (SEQ ID NO: 23)
fCMGFCICGFCMGMGUICTACMAMGMGACGICTMGMAMGTdCTMGMAMGUTUfUATCICIUMGICMG

ARC420 (SEQ ID NO: 24)
fCMGICICGFCMGMGUdCTdCMAMGMGACGACTMGMAMGTACTMGMAMGIUFUTUATCICIUMGICMG

ARC421 (SEQ ID NO: 25)
fCMGICICGICMGMGUICTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTACIMGMAMGTIUUAFCICIUMGICMG

ARC422 (SEQ ID NO: 26)
fCMGICICGFCMGMGUICTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGMAMGUTIUAFCICIUMGICMG

ARC423 (SEQ ID NO: 27)
fCmMGUfCGIUMGMGfUdCTdCmAMGMGACGfCtUMGMAMGTdCTMGmMAMGIUfUTAfUfUfUMGICmG

ARC424 (SEQ ID NO: 28)
fCMGFCICGFCMGMGUdCTdCMAMGMGACGICUMGMAMGTdCTMGMAMGTTTAFCICIUMGICMG

ARC425 (SEQ ID NO: 29)
fCMGICICGFCMGMGUICTACMAMGMGACGICUMGMAMGTdCTMGMAMGUFUfUATCICTMGICMG

ARC426 (SEQ ID NO: 30)
fCMGFCfCGFCMGMGMUdCTdCmMAMGMGdACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAMGIUfUFUAJCACfUMGICmG

ARC427 (SEQ ID NO: 31)
fCMGfCMCGICMGMGFUdCTdCMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAMGIUfUFUAFCICIUMGICMG

ARC428 (SEQ ID NO: 32)
fCMGFCICGMCMGMGFUdCTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAmMGIUFUTUATCICIUMGICMG

ARC429 (SEQ ID NO: 33)
fCMGFCMCGMCmMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGFCIUMGMAMGTdCTMGmMAMGIUfUfUAFCPCfUMGICmG

ARC430 (SEQ ID NO: 34)
fCMGICICGFCMGMGUACIUdCMAMGMGACGMCUMGMAMGIUdCIUMGMAmMGIUfUFUAFCICIUMGICMG

ARC431 (SEQ ID NO: 35)
fCMGFCICGFCMGMGUACIUdCMAMGMGACGFCmMUMGMAMGIUJCIUMGMAMGHJfUFUAFCFCIUMGTCm

ARC432 (SEQ ID NO: 36)
fCmMGFCfCGFCMGMGfUdCfUdCmMAMGMGACGmMCmUMGMAMGIUdCITUMGMAMGIUTUFUAfCFCITUMGFCmG

ARC433 (SEQ ID NO: 37)
fCMGICICGICMGMGUICTACMAMGMGACGICUMGMAMGTACIMGMAMGMUIUfUATCICUMGICmG
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ARC434 (SEQ ID NO: 38)
fCMGICICGICMGMGUICTACMAMGMGACGICUMGMAMGTACIMGMAMGIUMUTUATCICIUMGICmG

ARC435 (SEQ ID NO: 39)
fCMGFCICGFCMGMGUICTACMAMGMGACGICUMGNIAMGTdCTMGMAMGUfUMUATCICIUMGICmG

ARC436 (SEQ ID NO: 40)
fCmMGFCfCGFCMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGMAMGMUMUMUAFCFCfUMGICmG

ARC437 (SEQ ID NO: 41)
fCMGICICGFCMGMGUICTACMAMGMGACGICUMGMAMGTACTMGMAMGUTUfUATCICMUMGICmMG

ARC438 (SEQ ID NO: 42)
fCMGICICAGICMGMGFUdCTdCMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAMGIUfUFUATCICIUMGICMG

ARC439 (SEQ ID NO: 43)
fCMGFCICGICMGMGUICTACMAMGMGACAGICIUMGMAMGTACTMGMAMGTUfUFUATCICIUMGICMG

ARC440 (SEQ ID NO: 44)
fCMGICICGFCMGMGUdCTACMAMGMGACGICUMGMAMGTAdCTMGMAMGIUFUfUJAFCICIUMGICMG

ARC457 (SEQ ID NO: 45)
mGfCmMGUfCGFCMGMGfUdCTdCmAMGMGdCGFCfUMGMAMGTdCTMGMAMGIUfUfUAFCIFCfUMAFCmGm C

ARC458 (SEQ ID NO: 46)
mGMGMGFCGFCMGMGfUdCTdCmMAMGmMGACGFCfUMGMAMGTACTmMGmMAMGIUfUFUAfCFCFTUMCmMCmC

ARC459 (SEQ ID NO: 47)
MGfCMGICICGICMGMGFUdCTACMAMGMGACGICIUMGMAMGTACTMGMAmMGIUFUTUATCICFUMGICmGM C

ARCA473 (SEQ ID NO: 48)
MGMGMAfCMGICICGICMGMGIUFCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUFCIUMGMAMGTUUFUAFCTCIUMGICmGTUF
CfU-3T

ARC522 (SEQ ID NO: 49)
mGMGFCmMGFCfCGICMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGMCmMmUmMGMAMGTdCTMGMAMGTIUfUAdCACTmMGCmGmMCm
C

ARC523 (SEQ ID NO: 50)
mGMGMCmMGFCfCGICMGMGfUdCTdCMAMGMGACGMCmMUMGMAMGTACTMGMAMGTTTAdCdCTMGdCmGmMCm
C

ARC524 (SEQ ID NO: 51)
mGmMGMCmMGdCdCGACmGMGTAdCTdCmMAMGMGACGMCmMUMGMAMGTdCTMGMAMGTTTMAJCAdCTMGACmGm
CmC

ARC525 (SEQ ID NO: 52)
mGMGMCmMGdCAdCGACMGMGTdCmMmUMCMAMGMGACGMCmMUMGMAMGMUMCMUMGMAMGTTTMAdJCACTmGd
CmGmCmC

ARC532 (SEQ ID NO: 53)
Biotina-AGICmMGICICGICMGMGUfCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUFCIUMGMAmMGTUfUFUATCICIUMGICMG

ARC543 (SEQ ID NO: 54)
mMGMGFCMGFCfCGFCMGMGfUdCTdCmMAMGMGACGICIUMGMAMGTdCTMGmMAMGIUfUfUAFCFCIUMGIFCmGmMCmC

ARC544 (SEQ ID NO: 55)
mMGMGFCmMGFCfCGICMGMGIUMCmMUMCMAMGMGMCGICIUMGMAMGMUMCMUMGMAMGFUfUfUAFCFCfUMGICm
GmCmC

ARC550 (SEQ ID NO: 56)
fCMGICICGFCMGMGUFCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUFCIUMGMAMGIUfUFUMAFCICUMGFCmG-3T

ARC551 (SEQ ID NO: 57)
fCMGICICGFCMGMGUfCIUFCMAMGMGCGMCMUMGMAMGHIFCIUMGMAmMGIUfUFUATCICIUMGICMG-3T
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ARC552 (SEQ ID NO: 58)
fCMGICICGFCMGMGUFCIUFCMAMGMGICG:fCIUMGMAMGIUfCIUMGMAmMGTFUFUAFCICIUMGICMG-3T

ARC553 (SEQ ID NO: 59)
fCMGICICGFCMGMGUfCIUFCMAMGMGICGMCMUMGMAMGIUCUMGMAMGFUUfUMAFCICIUMGICmG-3T

ARC554 (SEQ ID NO: 60)
fCMGICICGFCMGMGUfCIUFCMAMGMGICGMCMUMGMAMGAUCUMGMAMG TIUfUMAFCICIUMGICMG-3T

ARC 657 (SEQ ID NO: 61)
20kDaPEG-NH-
fCMGICICGICMGMGUTCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUfCIUMGMArGFUTUfUAFCICIUMGFCMG-3T

ARC 658 (SEQ ID NO: 62)
30kDaPEG-NH-
fCMGICICGFCMGMGUfCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUFCIUMGMAmMGTUfUFUATCICIUMGICMG-3T

ARC 672 (SEQ ID NO: 63)
NH2-fCmGfCFCGICmGMGIUCIUFCMAMGMGICGFCIUMGMAMGIUFCTUMGMAmMGTUFUTUATCICIUMGICmMG-3T

ARC706 (SEQ ID NO: 64)
10kDaPEG-NH-
fCMGICICGFCMGMGUfCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUFCIUMGMAmMGTUfUFUATCICIUMGICMG-3T

ARC1537 (SEQ ID NO: 65)
40kDaPEG-NH-
fCMGICICGFCMGMGUfCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUCIUMGMAmMGTUFUTUATCICIUMGICMG-3T

ARC1730) (SEQ ID NO: 66)
PEG20K-NH-
fCMGICICGFCMGMGUFCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUFCIUMGMAmMGTUfUFUAFCICIUMGICMG-NH-PEG20K

ARC1905 (SEQ ID NO: 67)
40KPEG-NH--
fCMGICICGFCMGMGUfCIUFCMAMGMGICGICtUMGMAMGIUFCtUmGmMAmMGTUfUFUATCICIUMGICmMG-3T

Donde el PEG ramificado de 40 kDa es 2,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-1-carbamoilo

ARC243 (SEQ ID NO: 68)
GGFCGAFUTUATCIUGGGATCGGATCIUFCGFCGAFUGIUGAGICICICAGATCGAFCTUFCGICIC

ARC244 (SEQ ID NO: 69)
GGFCIUfUFCIUGAAGATUFUAFUTUTUFC GFCGAFUGFUGAAFCFUTCICAGAFCICICC

[00129] Otros aptameros de la descripcion que se unen a la proteina del complemento C5 se describen a
continuacion en el Ejemplo 3.

[00130] En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos a base de aptamero de la presente memoria tienen una
gran afinidad y especificidad por sus dianas, al mismo tiempo que reducen los efectos secundarios dafinos de las
sustituciones de nucleétidos no naturales, si los agentes terapéuticos a base de aptamero se degradan en el cuerpo
de los pacientes o sujetos. En algunas realizaciones, las composiciones terapéuticas que contienen los agentes
terapéuticos a base de aptamero estan libres de, o tienen una cantidad reducida de nucleétidos fluorados.

[00131] Los aptameros pueden sintetizarse usando cualquier técnica de sintesis de oligonucleétidos conocida en la
técnica, incluyendo las técnicas de sintesis de oligonucledtidos en fase sélida bien conocidas en la técnica (véanse,
por ejemplo, Froehler y col., Nucl. Acid Res. 14: 5399-5467 (1986) y Froehler y col., Tet. Lett. 27: 5575-5578 (1986)),
y procedimientos de fase en solucion, tales como procedimientos de sintesis de triéster (véase, por ejemplo, Sood y
col., Nucl. Acid Res. 4: 2557 (1977) y Hirose y col., Tet. Lett, 28: 2449 (1978)).

Composiciones Farmacéuticas

[00132] La descripcion también incluye composiciones farmacéuticas que contienen moléculas de aptamero que se
unen a la proteina del complemento C5. En algunas realizaciones, las composiciones son adecuadas para uso
interno e incluyen una cantidad eficaz de un compuesto farmacoldégicamente activo de la divulgacion, solo o en
combinacién, con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Los compuestos son especialmente Utiles
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porque tienen toxicidad muy baja, si la tienen.

[00133] Las composiciones de la invencion pueden usarse para tratar o prevenir una patologia, tal como una
enfermedad o trastorno, o aliviar los sintomas de dicha enfermedad o trastorno en un paciente. Por ejemplo, las
composiciones de la presente invencién pueden usarse para tratar o prevenir una patologia asociada con los
trastornos cardiacos relacionados con el complemento (por ejemplo, lesion de miocardio; complicaciones del
complemento mediadas por C5 que se relacionan con la cirugia de revascularizacion coronaria (CABG), tales como
sangrado postoperatorio, activacion sistémica de los neutréfilos y leucocitos, aumento del riesgo de infarto de
miocardio y aumento de la disfunciéon cognitiva; restenosis; y complicaciones mediadas por C5 que se relacionan
con una intervencién coronaria percutanea); lesion por isquemia/reperfusion (por ejemplo, infarto de miocardio, ictus,
quemadura por frio); trastornos inflamatorios relacionados con el complemento (por ejemplo, asma, artritis, sepsis y
rechazo después de trasplante de 6rganos); y trastornos autoinmunes relacionados con el complemento (por
ejemplo, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico (LES o lupus); inflamacién del pulmodn; activacion del
complemento extracorpdreo; activacion del complemento mediada por el anticuerpo; e indicaciones oculares, tales
como retinopatia diabética. Las composiciones de la invencion son utiles para su administracion a un sujeto que
padece, o tiene predisposicion a, una enfermedad o trastorno que esta relacionado con o derivado de la proteina del
complemento C5 a la que los aptameros de la invencién se unen especificamente.

[00134] Las composiciones de la invencion pueden usarse en un procedimiento para tratar un paciente o sujeto que
tiene una patologia. Los procedimientos implican administrar al paciente o sujeto un aptamero o una composicion
que comprende aptameros que se unen a una proteina del complemento C5, de forma que la unién del aptamero a
la proteina del complemento C5 altera su funcion bioldgica de la diana, tratandose asi la patologia.

[00135] El paciente o sujeto que tiene una patologia, es decir, el paciente o sujeto tratado mediante los
procedimientos, puede ser un vertebrado, mas particularmente un mamifero, o mas particularmente un ser humano.

[00136] En la practica, los aptameros o sus sales farmacéuticamente aceptables, se administran en cantidades que
seran suficientes para ejercer su actividad biolégica deseada, por ejemplo, inhibir la unién de la diana del aptamero a
su receptor, impidiendo la escisién de una proteina diana.

[00137] Un aspecto comprende una composicion de aptamero de la invencion en combinacion con otros
tratamientos para trastornos del complemento mediados por C5. La composicién de aptamero de la invencién puede
contener, por ejemplo, mas de un aptamero. En algunos ejemplos, una composicion de aptamero de la invencion,
que contiene uno o mas compuestos de la invencion, se administra junto con otra composicion util, tal como un
agente antiinflamatorio, un inmunodepresor, un agente antivirico o similares. Ademas, los compuestos de la
divulgacion pueden administrarse en combinacion con un agente citotoxico, citostatico o quimioterapéutico, tal como
un agente alquilante, antimetabolito, inhibidor mitético o antibidtico citotoxico, como se ha descrito anteriormente. En
general, seran adecuadas las formas de dosificacion actualmente disponibles de los agentes terapéuticos conocidos
para su uso en dichas combinaciones.

[00138] "Terapia de combinaciéon”" (o "co-terapia") incluye la administracion de una composicion de aptamero de la
invencion y al menos un segundo agente como parte de una pauta de tratamiento especifica prevista para
proporcionar el efecto beneficioso de la co-accion de estos agentes terapéuticos. El efecto beneficioso de la
combinacién incluye, pero sin limitacion, la co-accién farmacocinética o farmacodinamica resultante de la
combinacién de agentes terapéuticos. La administracion de estos agentes terapéuticos en combinacion
normalmente se realiza durante un periodo de tiempo definido (normalmente minutos, horas, dias o semanas
dependiendo de la combinacién seleccionada).

[00139] La "terapia de combinacion" puede pretender incluir, pero generalmente no, la administracion de dos o mas
de estos agentes terapéuticos como parte de pautas de monoterapia separadas que casual y arbitrariamente dan
lugar a las combinaciones de la presente memoria. "Terapia de combinacion" pretende incluir la administracion de
estos agentes terapéuticos de una manera secuencial, es decir, en la que cada agente terapéutico se administra en
un momento diferente, asi como la administracién de estos agentes terapéuticos, o al menos dos de los agentes
terapéuticos, en un modo sustancialmente simultdneo. La administracion sustancialmente simultanea puede
realizarse, por ejemplo, administrando al sujeto una Unica capsula que tiene una proparte fija de cada agente
terapéutico o en capsulas individuales multiples para cada uno de los agentes terapéuticos.

[00140] La administracion secuencial o sustancialmente simultanea de cada agente terapéutico puede efectuarse
por cualquier via apropiada que incluye, pero sin limitacion, via topica, via oral, via intravenosa, via intramuscular y
la absorcion directa a través de los tejidos de la membrana mucosa. Los agentes terapéuticos pueden administrarse
por la misma via o por vias diferentes. Por ejemplo, un primer agente terapéutico de la combinacion seleccionada
puede administrarse por inyecciéon, mientras que los otros agentes terapéuticos de la combinacién pueden
administrarse por via topica.

[00141] Como alternativa, por ejemplo, todos los agentes terapéuticos pueden administrarse por via tdpica o todos
los agentes terapéuticos pueden administrarse por inyeccion. La secuencia en la que los agentes terapéuticos se
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administran no es exhaustivamente critica, a menos que se indique otra cosa. La "terapia de combinacién" también
puede incluir la administracion de los agentes terapéuticos como se ha descrito anteriormente en combinacion
adicional con otros principios biolégicamente activos. Cuando la terapia de combinacién comprende ademas un
tratamiento sin farmaco, el tratamiento sin farmaco puede realizarse en cualquier momento adecuado, mientras que
se logre un efecto beneficioso de la co-accion de la combinacion de los agentes terapéuticos y el tratamiento sin
farmaco. Por ejemplo, en casos apropiados, el efecto beneficioso todavia se logra cuando el tratamiento de no
farmaco se elimina temporalmente de la administracion de los agentes terapéuticos, quizas por dias o incluso
semanas.

[00142] Las composiciones terapéuticas o farmacoldgicas de la presente invencién comprenderan generalmente
una cantidad eficaz del (de los) componente(s) activo(s) de la terapia, disuelto(s) o disperso(s) en un medio
farmacéuticamente aceptable. Los medios o vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen todos y cada uno de
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y
retardantes de la absorcion y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias activas farmacéuticas se
conoce bien en la técnica. También pueden incorporarse principios activos complementarios en las composiciones
terapéuticas de la presente invencion.

[00143] La preparacion de composiciones farmacéuticas o farmacolégicas se conocera por los expertos en la
técnica a la luz de la presente divulgacion. Normalmente, dichas composiciones pueden prepararse como
inyectables, tanto como soluciones liquidas como suspensiones; formas sélidas adecuadas para soluciéon en, o
suspension en, liquido antes de la inyeccion; como comprimidos u otros sélidos para su administracion por via oral;
como capsulas de liberacion controlada; o en cualquier otra forma actualmente usada, incluyendo colirios, cremas,
lociones, balsamos, inhalantes y similares. El uso de formulaciones estériles, tales como lavados a base de solucion
salina, también puede ser particularmente Util por cirujanos, médicos o trabajadores sanitarios para tratar un area
particular en el campo de operacion. Las composiciones también pueden administrarse por un microdispositivo,
microparticula o esponja.

[00144] Tras la formulacion, los agentes terapéuticos se administraran de un modo compatible con la forma de
dosificacion, y en cantidad tal que sea farmacolégicamente eficaz. Las formulaciones se administran faciimente en
una diversidad de formas de dosificacion, tal como el tipo de soluciones inyectables que se han descrito
anteriormente, pero también pueden emplearse capsulas de liberaciéon de farmaco y similares.

[00145] En este contexto, la cantidad de principio activo y volumen de composicidon que va a administrarse depende
del animal huésped que va a tratarse. Las cantidades precisas de compuesto activo requeridas para la
administracion dependen del criterio del médico y son caracteristicas para cada individuo.

[00146] Normalmente se utiliza un volumen minimo de una composicion requerida para dispersar los compuestos
activos. También son variables los regimenes adecuados para la administracion, pero se tipificarian por la
administracion inicial del compuesto y supervisando los resultados y después administrando adicionalmente dosis
controladas a intervalos adicionales.

[00147] Por ejemplo, para la administracion por via oral en forma de un comprimido o capsula (por ejemplo, una
capsula de gelatina), el componente de farmaco activo puede combinarse con un vehiculo inerte oral no téxico
farmacéuticamente aceptable, tal como etanol, glicerol, agua y similares. Ademas, cuando se desee o sea
necesario, también pueden incorporarse aglutinantes, lubricantes, agentes disgregantes y agentes colorantes
adecuados a la mezcla. Los aglutinantes adecuados incluyen almidén, silicato de magnesio y aluminio, pasta de
almidon, gelatina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica y/o polivinilpirrolidona, azucares naturales, tales como
glucosa o betalactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas, tales como goma arabiga, tragacanto o
alginato sdédico, polietilenglicol, ceras y similares. Los lubricantes usados en estas formas de dosificacion incluyen
oleato sddico, estearato sodico, estearato de magnesio, benzoato sddico, acetato sddico, cloruro sédico, silice, talco,
acido estearico, su sal de magnesio o de calcio y/o polietilenglicol y similares. Los disgregantes incluyen, sin
limitacion, almidon, metilcelulosa, agar, bentonita, almidones de goma xantano, agar, acido alginico o su sal sédica,
o0 mezclas efervescentes y similares. Los diluyentes, incluyen, por ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol,
sorbitol, celulosa y/o glicina.

[00148] Las composiciones inyectables son preferiblemente soluciones o suspensiones isotonicas acuosas, y los
supositorios se preparan ventajosamente a partir de emulsiones o suspensiones grasas. Las composiciones pueden
esterilizarse y/o contener adyuvantes, tales como agentes conservantes, estabilizantes, humectantes o
emulsionantes, promotores de la solucion, sales para regular la presiéon osmotica y/o tampones. Ademas, también
pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas. Las composiciones se preparan segun procedimientos
de mezcla, granulacion o recubrimiento convencionales, respectivamente, y tipicamente contienen aproximadamente
del 0,1 al 75%, preferiblemente aproximadamente del 1 a 50%, del principio activo.

[00149] Los compuestos de la divulgacion también pueden administrarse en dichas formas de dosificacion orales

como comprimidos o capsulas de liberacion controlada y de liberacion sostenida, pildoras, polvos, granulos, elixires,
tinturas, suspensiones, jarabes y emulsiones.
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[00150] Las composiciones liquidas, particularmente inyectables, pueden prepararse, por ejemplo, disolviendo,
dispersando, etc. El compuesto activo se disuelve en o se mezcla con un disolvente farmacéuticamente puro, tal
como, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol y similares, para asi formar la solucién o
suspension inyectable. Adicionalmente, pueden formularse formas solidas adecuadas para disolver en liquido antes
de la inyeccion.

[00151] Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse en forma intravenosa (tanto en bolo como
infusion), intraperitoneal, subcutanea o intramuscular usando todas formas bien conocidas por los expertos en las
técnicas farmacéuticas. Los inyectables pueden prepararse en formas convencionales, tanto como soluciones
liquidas como suspensiones.

[00152] La administracion de inyectables parenterales se usa generalmente para inyecciones e infusiones
subcutaneas, intramusculares o intravenosas. Adicionalmente, un enfoque para la administracion parenteral emplea
la implantacion de sistemas de liberacion lenta o de liberacion sostenida, que aseguran que se mantiene un nivel
constante de dosificacion, segun la patente de Estados Unidos N° 3.710.795.

[00153] Ademas, los compuestos preferidos para la presente invencion pueden administrarse en forma intranasal
por uso tépico de vehiculos intranasales adecuados, o por vias transdérmicas, usando aquellas formas de parches
transdérmicos para la piel bien conocidos por los expertos en la técnica. Para administrarse en forma de un sistema
de administracion transdérmica, la administracion de dosificacion sera, por supuesto, continua en vez de intermitente
durante toda la pauta de dosificacion. Otras preparaciones topicas preferidas incluyen cremas, pomadas, lociones,
pulverizadores de aerosol y geles, en los que la concentracion de principio activo variara tipicamente del 0,01% al
15%, p/p o p/v.

[00154] Para composiciones sdlidas pueden usarse excipientes que incluyen calidades farmacéuticas de manitol,
lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de
magnesio y similares. El compuesto activo que se ha definido anteriormente también puede formularse en forma de
supositorios usando, por ejemplo, polialquilenglicoles, por ejemplo, propilenglicol, como vehiculo. En algunas
realizaciones, los supositorios se preparan ventajosamente a partir de emulsiones o suspensiones grasas.

[00155] Los compuestos de la presente invencion también pueden administrarse en forma de sistemas de
administracion de liposomas, tales como vesiculas unilaminares pequefas, vesiculas unilaminares grandes y
vesiculas multilaminares. Los liposomas pueden formarse a partir de una diversidad de fosfolipidos que contienen
colesterol, estearilamina o fosfatidilcolinas. En algunas realizaciones, una pelicula de componentes lipidicos se
hidrata con una solucién acuosa de farmaco para formar una capa lipidica que encapsula el farmaco, como se
describe en la patente de Estados Unidos N° 5.262.564. Por ejemplo, las moléculas de aptamero descritas en el
presente documento pueden proporcionarse como un complejo con un compuesto lipéfilo o compuesto no
inmunogénico de alto peso molecular construido usando procedimientos conocidos en la técnica. Un ejemplo de
complejos asociados a acidos nucleicos se proporciona en la patente de Estados Unidos N° 6.011.020.

[00156] Los compuestos de la presente invencion también pueden acoplarse a polimeros solubles como vehiculos
de farmaco que pueden elegirse como diana. Dichos polimeros pueden incluir polivinilpirrolidona, copolimero de
pirano, polihidroxipropil-metacrilamida-fenol, polihidroxietilaspanamidafenol o poli(6xido de etileno)polilisina
sustituido con residuos de palmitoilo. Ademas, los compuestos de la presente invencion pueden acoplarse a una
clase de polimeros biodegradables utiles en conseguir la liberacién controlada de un farmaco, por ejemplo, acido
polilactico, poliepsilon-caprolactona, acido polihidroxibutirico, poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos,
policianoacrilatos y copolimeros de bloque reticulados o anfipaticos de hidrogeles.

[00157] Si se desea, la composicién farmacéutica que va a administrarse también puede contener cantidades
minoritarias de sustancias auxiliares no toxicas, tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes
tamponantes del pH y otras sustancias, tales como, por ejemplo, acetato sédico y oleato de trietanolamina.

[00158] La pauta de dosificacion que utiliza los aptameros se selecciona segun una diversidad de factores que
incluyen tipo, especie, edad, peso, sexo y afeccion médica del paciente; la gravedad de la afeccién que va a
tratarse; la via de administracion; la funcion renal y hepatica del paciente; y el aptamero particular o sal del mismo
empleado. Un médico o veterinario generalmente experto puede determinar facilmente y prescribir la cantidad eficaz
del farmaco requerida para prevenir, contrarrestar o detener el progreso de la afeccion.

[00159] Las dosificaciones orales de la presente memoria, cuando se usan para los efectos indicados, variaran
entre aproximadamente 0,05 y 7500 mg/dia por via oral. Las composiciones se proporcionan preferiblemente en
forma de comprimidos ranurados que contienen 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100,0, 250,0, 500,0 y
1000,0 mg de principio activo. Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse en una unica dosis
diaria, o la dosificacién diaria total puede administrarse en dosis divididas de dos, tres o cuatro veces al dia.

[00160] Las dosificaciones infundidas, dosificaciones intranasales y dosificaciones transdérmicas variaran entre
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0,05 y 7500 mg/dia. Las dosificaciones subcutaneas, intravenosas e intraperitoneales variaran entre 0,05 y 3800
mg/dia.

[00161] Los niveles en plasma eficaces de los compuestos de la presente invencién varian de 0,002 mg/ml a 50
mg/ml.

Modulacién de la farmacocinética y biodistribucién de agentes terapéuticos a base de aptamero

[00162] Es importante que las propiedades farmacocinéticas para todos los agentes terapéuticos basados en
oligonucledtidos, que incluyen aptameros, se confeccionen para coincidir con la aplicacién farmacéutica deseada.
Mientras que los aptameros dirigidos contra dianas extracelulares no padecen las dificultades asociadas a la
administracion intracelular (como es el caso con agentes terapéuticos antisentido y basados en ARNiI), tales
aptameros todavia deben poder distribuirse a 6rganos vy tejidos diana, y permanecer en el cuerpo (sin modificar)
durante un periodo de tiempo de acuerdo con la pauta de dosificaciéon deseada.

[00163] Por tanto, la presente memoria proporciona materiales y procedimientos para afectar la farmacocinética de
composiciones de aptamero y, en particular, la capacidad para ajustar la farmacocinética de aptameros. La
capacidad para ajustar (es decir, la capacidad para modular) la farmacocinética de aptameros se consigue mediante
la conjugacion de restos modificadores (por ejemplo, polimeros de PEG) con el aptamero y/o la incorporacion de
nucleétidos modificados (por ejemplo, 2'-flior o 2'-OMe) para alterar la composicidon quimica del acido nucleico. La
capacidad para ajustar la farmacocinética de aptameros se usa en la mejora de aplicaciones terapéuticas existentes
0, como alternativa, en el desarrollo de nuevas aplicaciones terapéuticas. Por ejemplo, en algunas aplicaciones
terapéuticas, por ejemplo, en el contexto antineoplasico o agudo en el que puede desearse una rapida eliminacion o
salida del farmaco, se desea disminuir los tiempos de residencia de los aptameros en la circulacion. Como
alternativa, en otras aplicaciones terapéuticas, por ejemplo, terapias de mantenimiento en las que se desea la
circulacién sistémica de un agente terapéutico, puede desearse aumentar los tiempos de residencia de aptameros
en la circulacion.

[00164] Ademas, la capacidad para ajustar la farmacocinética de aptameros se usa para modificar la biodistribucion
de un agente terapéutico de aptamero en un sujeto. Por ejemplo, en algunas aplicaciones terapéuticas puede
desearse alterar la biodistribucion de un agente terapéutico de aptamero en un esfuerzo por elegir como diana un
tipo particular de tejido o un érgano especifico (o conjunto de 6rganos). En estas aplicaciones, el agente terapéutico
de aptamero se acumula preferencialmente en un tejido u érgano(s) especifico(s). En otras aplicaciones terapéuticas
puede desearse elegir como diana tejidos que muestran un marcador celular o un sintoma asociado a una
enfermedad, lesion celular u otra patologia anormal, de forma que el agente terapéutico de aptamero se acumule
preferencialmente en el tejido afectado. Por ejemplo, la PEGilacion de un agente terapéutico de aptamero (por
ejemplo, PEGilacion con un polimero de PEG de 20 kDa) se usa para elegir como diana tejidos inflamados, de forma
que el agente terapéutico de aptamero PEGilado se acumula preferencialmente en el tejido inflamado.

[00165] Para determinar los perfiles farmacocinéticos y de biodistribucion de agentes terapéuticos de aptamero (por
ejemplo, conjugados de aptameros o aptameros que tienen quimicas alteradas, tales como nucledtidos
modificados), se controlan una diversidad de parametros. Dichos parametros incluyen, por ejemplo, la semivida (t1,2),
la eliminacion del plasma (C1), el volumen de distribucion (Vss), el area bajo la curva de concentracion-tiempo (ABC),
concentracién en suero o en plasma observada maxima (Cmax) Y el tiempo de residencia promedio (MRT) de una
composicion de aptamero. Como se usa en el presente documento, el término "ABC" se refiere al area bajo la
representacion de la concentracion en plasma de un agente terapéutico de aptamero frente al tiempo después de la
administracion del aptamero. El valor del ABC se usa para estimar la biodisponibilidad (es decir, el porcentaje de
agente terapéutico de aptamero administrado en la circulacion después de la administracion del aptamero) y/o
eliminacion total (C1) (es decir, la velocidad a la que el agente terapéutico de aptamero se elimina de la circulacion)
de un agente terapéutico de aptamero dado. El volumen de distribucion se refiere a la concentracion en plasma de
un agente terapéutico de aptamero con respecto a la cantidad de aptamero presente en el cuerpo. Cuanto mayor
sea el Vss, mas aptamero se encuentra fuera del plasma (es decir, mas extravasacion).

[00166] La presente memoria proporciona materiales y procedimientos para modular, de una manera controlada, la
farmacocinética y biodistribucién de composiciones de aptamero estabilizadas in vivo conjugando un aptamero con
un resto modulador, tal como una molécula pequefia, péptido o grupo terminal de polimero, o incorporando
nucledtidos modificados en un aptamero. Como se describe en el presente documento, la conjugacion de una
composicion quimica de un resto modificador y/o nucledtido(s) de alteracion altera aspectos fundamentales del
tiempo de residencia de los aptameros en circulacion y la distribucién a los tejidos.

[00167] Ademas de la eliminacidon por nucleasas, los agentes terapéuticos de oligonucledtidos estan sometidos a
eliminacién por filtracién renal. Como tal, un oligonucleétido resistente a nucleasas administrado por via intravenosa
presenta normalmente un semivida in vivo de <10 min, a menos que pueda bloquearse la filtracién. Esto puede
realizarse tanto facilitando la rapida distribucion fuera de la corriente sanguinea en tejidos como aumentando el peso
molecular aparente del oligonucledtido por encima del corte de tamafo eficaz para el glomérulo. La conjugacion de
agentes terapéuticos pequefios con un polimero de PEG (PEGilacion), descrito mas adelante, puede alargar
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espectacularmente los tiempos de residencia de aptameros en circulacion, disminuyendo asi la frecuencia de
dosificacion y potenciando la eficacia contra dianas vasculares.

[00168] Los aptameros pueden conjugarse con una diversidad de restos modificadores, tales como polimeros de
alto peso molecular, por ejemplo, PEG; péptidos, por ejemplo, Tat (un fragmento de 13 aminoacidos de la proteina
Tat del VIH (Vives y col., (1997), J. Biol. Chem. 272(25): 16010-7)), Ant (una secuencia de 16 aminoacidos derivada
de la tercera hélice de la proteina homedtica de Drosophila antennapedia (Pietersz y col., (2001), Vaccine 19(11-12):
1397-405)) y Argr (un péptido corto cargado positivamente que permea células compuesto por poliarginina (Argr)
(Rothbard y col., (2000), Nat. Med. 6(11): 1253-7; Rothbard, J y col., (2002), J. Med. Chem. 45(17): 3612-8)); y
moléculas pequefas, por ejemplo, compuestos lipdfilos, tales como colesterol. Entre los diversos conjugados
descritos en el presente documento, las propiedades de aptameros in vivo son las que se alteran mas
profundamente por complejacion con grupos PEG. Por ejemplo, la complejacion de un agente terapéutico de
aptamero modificado con 2'F y 2'-OMe mixto con un polimero de PEG de 20 kDa dificulta la filtracién renal y
promueve la distribucion de aptameros a tanto tejidos sanos como inflamados. Ademas, el conjugado de polimero de
PEG de 20 kDa-aptamero demuestra ser casi tan eficaz como un polimero de PEG de 40 kDa en la prevencién de la
filtracion renal de aptameros. Mientras que un efecto de PEGilacion esta en la eliminacion de aptameros, la
exposicion sistémica prolongada proporcionada por la presencia del resto de 20 kDa también facilita la distribucion
de aptamero a tejidos, particularmente aquellos de 6rganos altamente perfundidos y aquellos en el sitio de
inflamacion. El conjugado de aptamero-polimero de PEG de 20 kDa dirige la distribucion de aptameros al sitio de
inflamacioén, de forma que el aptamero PEGilado se acumula preferencialmente en tejido inflamado. En algunos
casos, el conjugado de aptamero PEGilado con 20 kDa puede acceder al interior de las células tales como, por
ejemplo, células de rifién.

[00169] En general, los efectos en la farmacocinética y distribucion en el tejido del aptamero, producidos por restos
modificantes de bajo peso molecular, incluyendo el colesterol y los péptidos que permean las células, son
tipicamente menos pronunciados que los producidos como resultado de la PEGilacion o modificaciéon de los
nucledtidos (por ejemplo, una composicion quimica alterada). Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se sugiere
que las asociaciones mediadas por el colesterol con las lipoproteinas del plasma, postuladas para ocurrir en el caso
del conjugado antisentido, estan excluidas en el contexto particular de la estructura plegada del conjugado
aptamero-colesterol y/o se relacionan con el aspecto de la naturaleza lipéfila del grupo colesterol. Al igual que el
colesterol, la presencia de una etiqueta de péptido Tat fomenta la eliminacion del aptamero del torrente sanguineo,
con niveles comparativamente altos de conjugado que aparecen en los rifiones a las 48 horas. Otros péptidos (por
ejemplo, Ant, Argz) que se han indicado en la técnica para mediar el paso de las macromoléculas a través de las
membranas celulares in vitro, no parecen promover la eliminacion del aptamero de la circulacion. Sin embargo, al
igual que Tat, el conjugado Ant se acumula significativamente en los rifiones con relacién a otros aptameros. Sin
desear quedar ligando a teoria alguna, es posible que una presentacion desfavorable de los restos modificantes del
péptido Ant y Argr en el contexto de aptameros plegados tridimensionalmente in vivo disminuya la capacidad de
estos péptidos de influenciar las propiedades de transporte del aptamero.

[00170] Los nucledtidos modificados también pueden usarse para modular la eliminacién de aptameros del plasma.
Por ejemplo, un aptamero sin conjugar que incorpora quimicas estabilizantes tanto de 2'-F como de 2'-OMe, que son
tipicas de aptameros de la generacion actual, ya que presenta un alto grado de estabilidad a nucleasas in vitro e in
vivo, muestra una rapida pérdida del plasma (es decir, rapida eliminaciéon del plasma) y una rapida distribucion en
tejidos, principalmente en el rifidn, cuando se compara con el aptamero sin modificar.

Acidos nucleicos derivatizados con PEG

[00171] Como se ha descrito anteriormente, la derivatizacion de acidos nucleicos con polimeros no inmunogénicos
de alto peso molecular tiene la posibilidad de alterar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de acidos
nucleicos haciendo que sean agentes terapéuticos mas eficaces. Cambios favorables en la actividad pueden incluir
disminucion de la resistencia a la degradacion por nucleasas, disminucion de la filtracion por los rifiones, disminucion
de la exposicion al sistema inmunitario y distribucion alterada del agente terapéutico por el cuerpo.

[00172] Las composiciones de aptamero de la descripcién pueden derivatizarse con restos de polialquilenglicol
("PAG"). Se encuentran ejemplos de acidos nucleicos derivatizados por PAG en la solicitud de patente de Estados
Unidos N° de serie 10/718.833, presentada el 21 de noviembre de 2003. Los polimeros tipicos usados incluyen
poli(etilenglicol) ("PEG"), también conocido como poli(6xido de etileno) ("PEQ") y polipropilenglicol (incluyendo
poliisopropilenglicol). Adicionalmente, en muchas aplicaciones pueden usarse copolimeros al azar o de bloques de
diferentes oxidos de alquileno (por ejemplo, 6xido de etileno y 6xido de propileno). En su forma mas comun, un
polialquilenglicol, tal como PEG, es un polimero lineal terminado en cada extremo con grupos hidroxilo:
HOCH2CH,0-(CH2CH,0),-CH>.CH>-OH. Este polimero, alfa-, omega-dihidroxilpoli(etilenglicol), también puede
representarse como HO-PEG-OH, en la que se entiende que el simbolo -PEG- representa la siguiente unidad
estructural: -CH2CH,0O-(CH2CH20),-CH2CH2-, en la que n varia normalmente de aproximadamente 4 a
aproximadamente 10.000.

[00173] Como se muestra, la molécula de PEG es di-funcional y algunas veces se denomina "PEG diol". Las
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porciones terminales de la molécula de PEG son restos hidroxilo relativamente no reactivos, los grupos -OH, que
pueden activarse, o convertirse en restos funcionales, para la unién del PEG a otros compuestos en sitios reactivos
en el compuesto. Tales PEG-dioles activados se denominan en el presente documento PEG biactivados. Por
ejemplo, los restos terminales de PEG-diol se han funcionalizado como éster de carbonato activo para la reaccion
selectiva con restos amino por sustitucion de los restos hidroxilo relativamente no reactivos, -OH, con restos éster
activo de succinimidilo de N-hidroxi succinimida.

[00174] En muchas aplicaciones se desea proteger la molécula de PEG en un extremo con un resto esencialmente
no reactivo de manera que la molécula de PEG sea mono-funcional (o mono-activada). En el caso de agentes
terapéuticos de proteina que generalmente muestran multiples sitios de reaccion para PEG activados, los PEG
activados bi-funcionales conducen a una amplia reticulacion, dando agregados escasamente funcionales. Para
generar PEG mono-activados, un resto hidroxilo en el extremo de la molécula de PEG-diol normalmente esta
sustituido con un resto del extremo metoxi no reactivo, -OCHs. El otro extremo sin proteger de la molécula de PEG
normalmente se convierte en un resto del extremo reactivo que puede activarse para la unién a un sitio reactivo
sobre una superficie o una molécula, tal como una proteina.

[00175] Los PAG son polimeros que normalmente tienen propiedades de solubilidad en agua y en muchos
disolventes organicos, carecen de toxicidad y carecen de inmunogenicidad. Un uso de PAG es para unir
covalentemente el polimero a moléculas insolubles para hacer soluble el "conjugado" de PAG-molécula resultante.
Por ejemplo, se ha mostrado que el farmaco insoluble en agua paclitaxel, cuando se acopla a PEG, se vuelve
soluble en agua. Greenwald y col., J. Org. Chem., 60: 331-336 (1995). Los conjugados de PAG se usan
frecuentemente no solo para potenciar la solubilidad y estabilidad, sino también para prolongar la semivida en la
circulacién de la sangre de las moléculas.

[00176] Los compuestos polialquilados de la descripcion tienen normalmente entre 5 y 80 kDa de tamafio; sin
embargo, puede usarse cualquier tamafio, dependiendo la elecciéon del aptamero y la aplicaciéon. Otros compuestos
de PAG tienen entre 10 y 80 kDa de tamafio. Otros compuestos de PAG de la presente descripcion tienen entre 10 y
60 kDa de tamario. Por ejemplo, un polimero de PAG puede tener al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60 u 80 kDa de
tamano. Dichos polimeros pueden ser lineales o ramificados.

[00177] A diferencia de los agentes terapéuticos de proteina bioldgicamente expresados, los agentes terapéuticos
de acido nucleico se sintetizan normalmente quimicamente a partir de nucleétidos de monémeros activados. Los
conjugados de PEG-acido nucleico pueden prepararse incorporando el PEG usando la misma sintesis iterativa de
monomeros. Por ejemplo, los PEG activados por conversion a una forma de fosforamidita pueden incorporarse en la
sintesis de oligonucleodtidos en fase sdélida. Como alternativa, la sintesis de oligonucleétido puede completarse con
incorporacion especifica para sitio de un sitio de unién a PEG reactivo. Mas cominmente, esto se ha realizado
mediante la adicidon de una amina primaria libre al extremo 5' (incorporada usando una fosforamidita modificadora en
la ultima etapa de acoplamiento de la sintesis en fase sélida). Usando esta estrategia, un PEG reactivo (por ejemplo,
uno que se activa de manera que reaccionara y formara un enlace con una amina) se combina con el oligonucleétido
purificado y la reacciéon de acoplamiento se realiza en solucidon. En algunas realizaciones, los polimeros son
moléculas de PEG ramificado. En aun otras realizaciones, los polimeros son PEG ramificado de 40 kDa, véase, por
ejemplo, (1,3-bisimPEG-[20 kDal)-propil-2-(4'-butamida) representada en la figura 4. En algunas realizaciones, el
PEG ramificado de 40 kD (1,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-2-(4'-butamida) se une al extremo 5' del aptamero como se
representa en la figura 5.

[00178] La capacidad de conjugacion de PEG para alterar la biodistribucion de un agente terapéutico esta
relacionada con varios factores que incluyen el tamafio aparente (por ejemplo, como se mide en términos de radio
hidrodinamico) del conjugado. Se sabe que conjugados mas grandes (>10 kDa) bloquean mas eficazmente la
filtracion por el rifién y, por consiguiente, aumentan la semivida en suero de macromoléculas pequefias (por ejemplo,
péptidos, oligonucledtidos antisentido). Se ha mostrado que la capacidad de los conjugados de PEG para bloquear
la filtracion aumenta con el tamafio de PEG hasta aproximadamente 50 kDa (aumentos adicionales tienen un efecto
beneficioso minimo ya que la semivida se define por el metabolismo mediado por macréfagos en vez de la
eliminacion por los rifiones).

[00179] La produccion de PEG de alto peso molecular (>10 kDa) puede ser dificil, ineficiente y cara. Como una via
hacia la sintesis de conjugados de PEG de alto peso molecular-acido nucleico, €l trabajo previo se ha basado en la
generacion de PEG activados de mayor peso molecular. Un procedimiento para generar tales moléculas implica la
formacion de un PEG activado ramificado en el que dos o0 mas PEG estan unidos a un nucleo central que lleva el
grupo activado. Las porciones terminales de estas moléculas de PEG de mayor peso molecular, es decir, los restos
hidroxilo (-OH) relativamente no reactivos, pueden activarse, o convertirse en restos funcionales, para la union de
uno o mas de los PEG a otros compuestos en sitios reactivos en el compuesto. Los PEG activados ramificados
tendran mas de dos extremos, y en los casos en los que se hayan activado dos o mas extremos, dichas moléculas
de PEG de mayor peso molecular activadas se denominan en el presente documento PEG multi-activados. En
algunos casos, no se activan todos los extremos en una molécula de PEG ramificada. En los casos en los que se
activan dos extremos cualesquiera de una molécula de PEG ramificada, dichas moléculas de PEG se denominan
PEG bi-activados. En algunos casos en los que sélo se activa un extremo en una molécula de PEG ramificada,
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dichas moléculas de PEG se denominan como mono-activadas. Como un ejemplo de este enfoque se ha descrito el
PEG activado preparado por la unién de dos monometoxi-PEG a un nucleo de lisina que posteriormente se activa
para la reaccion (Harris y col., Nature, vol. 2: 214-221, 2003).

[00180] La presente memoria proporciona otra ruta rentable para la sintesis de conjugados de PEG de alto peso
molecular-acido nucleico (preferiblemente aptamero) que incluyen acidos nucleicos multi-PEGilados. La presente
memoria también comprende oligonucledtidos multiméricos ligados a PEG, por ejemplo, aptameros dimerizados. La
presente memoria también se refiere a composiciones de alto peso molecular en las que un resto estabilizador de
PEG es un enlazador que separa diferentes partes de un aptamero, por ejemplo, el PEG esta conjugado dentro de
una unica secuencia del aptamero, de forma que la disposicién lineal de la composicion de alto peso molecular del
aptamero es, por ejemplo, acido nucleico - PEG - acido nucleico (-PEG - acido nucleico),, en la que n es mayor o
igual a 1.

[00181] Las composiciones de alto peso molecular incluyen aquellas que tienen un peso molecular de al menos 10
kDa. Las composiciones tienen normalmente un peso molecular entre 10 y 80 kDa de tamafio. Las composiciones
de alto peso molecular tienen al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60 u 80 kDa de tamanio.

[00182] Un resto estabilizante es una molécula, o parte de una molécula, que mejora las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de las composiciones de aptamero de alto peso molecular. En algunos casos,
un resto estabilizante es una molécula o parte de una molécula que lleva dos o mas aptameros, o dominios de
aptamero, en proximidad, o proporciona una disminucion de la libertad rotacional global de las composiciones de
aptamero de alto peso molecular de la presente memoria.

[00183] Un resto estabilizante puede ser un polialquilenglicol, tal como un polietilenglicol, que puede ser lineal o
ramificado, un homopolimero o un heteropolimero. Otros restos estabilizantes incluyen polimeros tales como acidos
nucleicos de péptidos (PNA). Los oligonucleétidos también pueden ser restos estabilizantes; dichos oligonucleétidos
pueden incluir nucleétidos modificados y/o enlaces modificados, tales como fosforotioatos. Un resto estabilizante
puede ser una parte integral de una composiciéon de aptamero, es decir, esta covalentemente unido al aptamero.

[00184] Las composiciones incluyen composiciones de aptamero de alto peso molecular en las que dos o mas
restos de acido nucleico estan covalentemente conjugados con al menos un resto de polialquilenglicol. Los restos de
polialquilenglicol sirven de restos estabilizantes. En composiciones en las que un resto de polialquilenglicol esta
covalentemente unido en cualquier extremo con un aptamero, de forma que el polialquilenglicol una los restos de
acido nucleico juntos en una molécula, se dice que el polialquilenglicol es un resto de enlace. En dichas
composiciones, la estructura primaria de la molécula covalente incluye la disposicion lineal acido nucleico-PAG-acido
nucleico. Un ejemplo es una composicion que tiene la estructura primaria acido nucleico-PEG-acido nucleico. Otro
ejemplo es una disposicion lineal de: acido nucleico-PEG-acido nucleico-PEG-acido nucleico.

[00185] Para producir el conjugado de acido nucleico-PEG-acido nucleico, el acido nucleico se sintetiza
originalmente de forma que lleve un Unico sitio reactivo (por ejemplo, esté mono-activado). En una realizacion
preferida, este sitio reactivo es un grupo amino introducido en el extremo 5' mediante adicion de una fosforamidita
modificada como la ultima etapa en la sintesis en fase solida del oligonucleétido. Tras la desproteccion y purificacion
del oligonucledtido modificado, se reconstituye a alta concentracion en una solucion que minimiza la hidrdlisis
espontanea del PEG activado. En una realizacion preferida, la concentracion de oligonucleétido es 1 mM, vy la
solucioén reconstituida contiene tampon NaHCO3; 200 mM, pH 8,3. La sintesis del conjugado se inicia por la adicion
lenta escalonada de PEG bi-funcional altamente purificado. En una realizacién preferida, el PEG-diol se activa en
ambos extremos (bi-activado) por derivatizacion con propionato de succinimidilo. Tras la reaccion, el conjugado de
PEG-acido nucleico se purifica por electroforesis en gel o cromatografia liquida para separar especies
completamente conjugadas, parcialmente conjugadas y sin conjugar. Las moléculas de PAG muliltiple concatenadas
(por ejemplo, como copolimeros al azar o de bloque) o cadenas de PAG mas pequefias pueden ligarse para lograr
diversas longitudes (o pesos moleculares). Los enlazadores de no PAG pueden usarse entre cadenas de PAG de
longitudes variables.

[00186] Las modificaciones de nucleétidos modificados con 2'-OMe, 2'-fldor y otros, estabilizan el aptamero contra
nucleasas y aumentan su semivida in vivo. La proteccion 3'-3'-dT también aumenta la resistencia a exonucleasas.
Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 5.674.685; 5.668.264; 6.207.816; y 6.229.002.

Derivatizacién de PAG de un acido nucleico reactivo

[00187] Los conjugados de PAG-acido nucleico-PAG de alto peso molecular pueden prepararse haciendo
reaccionar un PEG activado mono-funcional con un acido nucleico que contiene mas de un sitio reactivo. En una
realizacion, el acido nucleico es bi-reactivo, o bi-activado, y contiene dos sitios reactivos: un grupo amino en 5'y un
grupo amino en 3' introducidos en el oligonucledétido por sintesis de fosforamidita convencional, por ejemplo: 3'-5'-di-
PEGilacion como se ilustra en la figura 6. En realizaciones alternativas, los sitios reactivos pueden introducirse en
posiciones internas usando, por ejemplo, la posicion 5' de pirimidinas, la posicion 8 de purinas o la posicion 2' de
ribosa como sitios para la unién de aminas primarias. En dichas realizaciones, el acido nucleico puede tener varios
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sitios activados o reactivos y se dice que esta mdultiplemente activado. Tras la sintesis y la purificacion, el
oligonucledtido modificado se combina con el PEG mono-activado en condiciones que promueven la reaccion
selectiva con los sitios reactivos del oligonucleétido a la vez que minimizan la hidrdlisis espontanea. En la realizacion
preferida, el monometoxi-PEG se activa con propionato de succinimidilo y la reaccion acoplada se lleva a cabo a pH
8,3. Para accionar la sintesis del PEG bi-sustituido se proporciona PEG en exceso estequiométrico con respecto al
oligonucledtido. Tras la reaccion, el conjugado de PEG-acido nucleico se purifica por electroforesis en gel o
cromatografia liquida para separar especies completamente conjugadas, parcialmente conjugadas y sin conjugar.

[00188] Los dominios de enlace también pueden tener uno o mas restos de polialquilenglicol unidos a los mismos.
Dichos PAG pueden ser de longitudes variables y pueden usarse en combinaciones apropiadas para lograr el peso
molecular deseado de la composicién.

[00189] El efecto de un enlazador particular puede influirse tanto por su composicidon quimica como por su longitud.
Un enlazador que es demasiado largo, demasiado corto o forma interacciones estéricas e/o idnicas desfavorables
con la diana excluira la formacion del complejo entre el aptamero y la diana. Un enlazador que es mas largo de lo
necesario para abarcar la distancia entre acidos nucleicos puede reducir la estabilidad de unién disminuyendo la
concentracion eficaz del ligando. Por tanto, con frecuencia es necesario optimizar las composiciones y longitudes de
enlazador con el fin de maximizar la afinidad de un aptamero a una diana.

[00190] La mencion de las publicaciones y documentos de patente no pretende admitir que son técnica anterior
relevante ni constituye la aceptacion del contenido o la fecha de los mismos. Habiendo descrito la invencion
mediante la descripcidn descrita, los expertos en la materia entenderan que la invencion se puede realizar mediante
una variedad de realizaciones y que la descripciéon anterior y los ejemplos siguientes son con fines ilustrativos y no
de limitacion de las reivindicaciones que se adjuntan.

EJEMPLO 1

Actividad del Aptamero Anti-C5 en las Vias del Complemento Clasica y Alternativa

Ejemplo 1A: Ensayo de hemdlisis

[00191] La prueba CH50 mide la capacidad del sistema del complemento en una muestra de prueba en suero para
lisar el 50% de las células en una suspension estandarizada de eritrocitos de oveja recubiertos con anticuerpo. Una
solucion de suero humano al 0,2% se mezcld con eritrocitos de oveja recubiertos con anticuerpo (Diamedix EZ
Complement CH50 Kit, Diamedix Corp., Miami, FL), en presencia o ausencia de diversos aptameros anti-C5. El
ensayo se realizé de acuerdo con el protocolo del kit en solucion salina tamponada con veronal que contiene calcio,
magnesio y gelatina al 1% (tampdn del complemento GVB*™) y se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Después de la
incubacion, las muestras se centrifugaron para granular los eritrocitos intactos. La densidad éptica a 412 nm (DOa12)
del sobrenadante se ley6 para cuantificar la liberacién de hemoglobina soluble, que es proporcional al grado de
hemodlisis (Green y col., (1995) Chem. Biol. 2: 683-95). Para verificar que los aptameros bloquearon la actividad de
C5, algunos sobrenadantes de la hemdlisis se analizaron para determinar la presencia de C5a y C5b-9 mediante
ELISA (kit de ELISA para C5b-9, Quidel, San Diego, CA, kit de ELISA para C5a, BD Biosciences, San Diego, CA).

[00192] La adicién de un aptamero anti-C5 no PEGilado (ARC186) (SEQ ID NO: 4) a la mezcla de reaccion, inhibié
la hemdlisis de una manera dependiente de la dosis, como se muestra en la grafica de la figura 7A, con una Clso de
0,5 + 0,1 nM (véase la figura 7B), un valor de acuerdo con la Kp determinada mediante la filtracion de nitrocelulosa.
A concentraciones del aptamero muy altas (>10 nM), el grado de hemdlisis fue basicamente indistinguible del fondo
(sin suero agregado), indicando que ARC186 (SEQ ID NO: 4) fue capaz de bloquear completamente la actividad del
complemento. La conjugacion del aptamero ARC186 (SEQ ID NO: 4) con grupos PEG de 20 kDa (ARC657; SEQ ID
NO: 61), 30 kDa (ARC658; SEQ ID NO: 62), (1,3-bis(mPEG-[20 kDal])-propil-2-(4'-butamida) de 40 kDa ramificados
(ARC187; SEQ ID NO: 5), (2,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-1-carbamoilo) de 40 kDa ramificados (ARC1905; SEQ ID
NO: 67), de 40 kDa lineales (ARC1537; SEQ ID NO: 65), y de 2 x 20 kDa lineales (ARC1730; SEQ ID NO: 66), tuvo
poco efecto en la actividad inhibidora del aptamero (figura 7A-figura 7D). Finalmente, los analisis ELISA de los
sobrenadantes de hemodlisis indicaron que esta inhibicién funcional se correlaciona con el bloqueo de la liberacion de
Cba. Asi, los datos de la hemdlisis muestran que ARC186 (SEQ ID NO: 4), y sus conjugados PEGilados, son
inhibidores del complemento altamente potentes que funcionan bloqueando la activacion catalizada por la
convertasa de C5.

[00193] Los ensayos de hemolisis con material no PEGilado indicaron que el aptamero anti-C5 no reacciona de
manera cruzada con C5 de varias especies que no son primates, incluyendo rata, cobaya, perro y cerdo. Sin
embargo, se observé una actividad inhibidora significativa en selecciones de suero de primate, incluyendo suero de
macaco cynomolgus, macaco rhesus y chimpancé. La eficacia in vitro del aptamero anti-C5 se investigo
adicionalmente en suero de mono cynomolgus usando ARC658 (SEQ ID NO: 62), el analogo de PEG de 30 kDa de
ARC186 (SEQ ID NO: 4). En una comparacion lado a lado (n = 3), ARC658 inhibio la actividad del complemento
humano con una Clsp de 0,21 + 0,0 nM y la actividad del complemento de mono cynomolgus con una Clso de 1,7 +
0,4 nM (figura 8). Asi, ARC658 (SEQ ID NO: 62) es 8 + 3 veces menos potente en el suero de mono cynomolgus en
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comparacion con el humano mediante esta medicién.

[00194] Ensayos de Unién al Filtro de Nitrocelulosa. Los aptameros individuales se marcaron con 2P en el
extremo 5' mediante incubacion con y-32P-ATP vy polinucledtido cinasa (New England Biolabs, Beverly, MA). El
aptamero radiomarcado se purificd para liberarlo del ATP mediante filtracion en gel seguido de electroforesis en gel
de poliacrilamida. Para medir la afinidad del aptamero anti-C5, el aptamero radiomarcado (<10 pM) se incubd con
concentraciones en aumento (0,05-100 nM) de proteina C5 purificada (Quidel, San Diego, CA) en solucion salina
tamponada con fosfato que contenia MgCl, 1 mM a temperatura ambiente (23 °C) y a 37 °C, durante intervalos de
tiempo de 15 minutos y 4 horas. Las reacciones de union se analizaron mediante filtracion con nitrocelulosa usando
un colector de filtracién al vacio de 96 pocillos de transferencia puntual Minifold | (Schleicher & Schuell, Keene, NH).
Se utilizd un medio de filtracion de tres capas, que consistia (desde la parte superior a la inferior) en nitrocelulosa
Protran (Schleicher & Schuell), nylon Hybond-P (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y papel para transferencia
en gel GB002 (Schleicher & Schuell). La capa de nitrocelulosa, que une manera selectiva la proteina con respecto al
acido nucleico, retuvo de manera preferida el aptamero anti-C5 en complejo con un ligando de la proteina, mientras
que el aptamero anti-C5 no complejado, pasé a través de la nitrocelulosa y se adhirié al nylon. El papel de
transferencia en gel se incluyd simplemente como un medio de soporte para los demas filtros. Después de la
filtracion, las capas del filtro se separaron, se secaron y se expusieron a un tamiz de fésforo (Amersham
Biosciences), y se cuantificaron utilizando un sistema de formacion de imagenes por transferencia Storm 860
Phosphorimager® (Amersham Biosciences).

[00195] Como se muestra en la figura 9 y la figura 10, las concentraciones de C5 en aumento, mejoran la proparte
de ARC186 capturada en la membrana de nitrocelulosa. La dependencia de ARC186 unido en las concentraciones
de C5 en aumento se describe bien por un modelo de union en un solo sitio (C5 + ARC186 <> C5 - ARC186; %
unido = Cmax/(1 + Kp/[C5]); Cmax €5 €l % unido maximo a [C5] de saturacion; Kp es la constante de disociacion). Las
curvas de uniéon de ARC186 a dos temperaturas después de una incubacién de 15 minutos o 4 horas, se muestran
en las figuras 9y 10, respectivamente. Después de una incubacién de 15 minutos, las curvas de union de ARC186 a
23 °C y 37 °C, son basicamente indistinguibles dentro del error, ajustando con los valores de Kp de 0,5-0,6 nM
(figura 9). Las diferencias entre las curvas de unién a 23 °C y 37 °C se vuelven mas pronunciadas cuando el tiempo
de incubacion se extiende. Después de una incubacion de 4 horas (figura 10), la Kp observada a 23 °C disminuye a
0,08 + 0,01 nM, mientras que la Kp observada a 37 °C permanece inalterada (0,6 + 0,1 nM).

[00196] Para demostrar las bases de los requisitos de incubacion largos a temperatura ambiente, la afinidad a esta
temperatura se exploré adicionalmente usando métodos cinéticos. La velocidad de la reaccion inversa que describe
la disociacion de C5 - ARC186 es Vrey = k-1[C5-ARC186], donde Vi, es la velocidad (unidades de M min™") y k-1 es la
constante de la velocidad de disociacion de primer orden (unidades de min™). La velocidad de la reaccion hacia
delante que describe la formacion del complejo C5-ARC186 es vir = k1[C5][ARC186], donde v €s la velocidad
(unidades de M min™") y k¢ es la constante de la velocidad de disociacion de segundo orden (unidades de M-'min").
Los datos se analizaron usando la suposicion de pseudoprimer orden, donde la concentracion de un reactante (C5
en este caso), se mantiene en un gran exceso con respecto al otro ([C5] >> [ARC186], y, por lo tanto, permanece
esencialmente sin cambios durante el transcurso de la reaccion. En estas condiciones, la reaccion hacia delante se
describe por la ecuacion de la velocidad para un proceso de primer orden, vior = k1'JARC186], donde k+' = k4 [C5].

[00197] Para analizar la disociacion de C5-ARC186, el ARC186 radiomarcado (<10 pM), se equilibré previamente
con proteina C5 5 nM en una solucién salina tamponada con fosfato que contenia MgCl, 1 mM a temperatura
ambiente (23 °C). La reaccion de disociacion se inicié mediante la adicion de ARC186 no marcado (1 uM), que actia
como una trampa para el C5 libre, y se detuvo mediante la filtracion con nitrocelulosa, dividiendo el ARC186
radiomarcado unido y libre. Un curso cronolégico de la disociacion de ARC186 se obtuvo variando la duracién entre
el inicio de la reaccion de disociacion y la filtracion. El curso cronoldgico de la disociacion, observado como una
disminucion en el porcentaje de ARC186 radiomarcado, capturado en el filiro de nitrocelulosa (igual al porcentaje
unido a C5), se describe bien por un decaimiento con un solo exponencial, donde el % de ARC186 unido = 100 x

it
e (véase la figura 11). El valor de la constante de la velocidad de disociacion, k.1, determinado mediante este
procedimiento, es 0,013 + 0,02 min™!, que corresponde a una semivida (t12 = In2/k.1) de 53 + 8 min.

[00198] Para analizar la reaccién de asociacion, la constante de la velocidad de equilibrio (keg) para la formacion de
C5-ARC186, se midié en presencia de concentraciones variables de la proteina C5 (1-5 nM). La formacion del
complejo se inici6 mezclando la proteina C5 y ARC186 radiomarcado en PBS que contenia MgCl. 1 mM a
temperatura ambiente (23 °C), y se detuvo mediante la divisién por la filtraciéon con nitrocelulosa. Como se describe
para las reacciones de disociacion, se obtuvo un curso cronoldgico de la formacién del complejo variando la
duracién entre el inicio de la reaccion vy la filtracion. El curso cronoldgico del equilibrio, observado como un aumento
en el porcentaje de ARC18 6 radiomarcado capturado en el filtro de nitrocelulosa, se describe bien mediante un

—k_t
decaimiento con un solo exponencial, donde el % de ARC186 unido = 100 x e . Los cursos cronolégicos del
equilibrio para C5 1, 2 y 4 nM se muestran en la figura 12. Como se esperaba, el valor de keq aumenta linealmente
con [C5] (Keq (1 NM) = 0,19 + 0,02 min™; keq (2 NM) = 0,39 + 0,03 min™"; Keq (3 NM) = 0,59 + 0,05 min™'; keq (4 NM) =
0,77 + 0,06 min™; keq (5 NM) = 0,88 + 0,06 min™"). En las condiciones del experimento, la relacion entre keq, k1Y k.1 €s
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keq = k1[C5] + k.4. Asi, un calculo de k1 se deriva de la pendiente de una grafica de keq frente a [C5] (véase el inserto
de la figura 12), en este caso, 0,18 = 0,01 nM-'min-".

[00199] Estos datos indican que, en las condiciones de baja concentracion de C5 (por ejemplo, 0,1 nM), se requiere
una incubacién extensa con el fin de que la mezcla de C5 y ARC186 radiomarcado alcance el equilibrio. En estas
condiciones, Keq = (0,18 + 0,01 nM-'min-") (0,1 nM) + 0,013 min"' = 0,03 min-!, que corresponde a una semivida de 22
minutos. Asi, se requieren casi 2 horas de incubacion a temperatura ambiente (-5 vidas medias), para terminar
(>95%) el equilibrio. Un tiempo de incubacion corto (por ejemplo, 15 minutos), subestimara de manera significativa la
afinidad real del complejo, como se ha mostrado anteriormente mediante la diferencia en las afinidades observadas
para una incubacion de 15 minutos (Kp = 0,5 nM) frente a una incubacién de 4 horas (Kp = 0,08 nM). Un calculo
alternativo de la Kp a temperatura ambiente puede calcularse a partir de los datos cinéticos de acuerdo con la
relacion Kp = k.+/k1. En este caso, la Kp calculada es 0,07 + 0,01 nM, que es completamente consistente con la Kp
que se ha determinado anteriormente mediante los procedimientos termodinamicos.

[00200] La especificidad de ARC186 (SEQ ID NO: 4) para C5 también se valoré en los ensayos de filtracién con
nitrocelulosa mediante la comparacién con los componentes del complemento tanto corriente arriba como corriente
abajo de C5 en la cascada del complemento. Los resultados se representan en la figura 13. El aptamero
basicamente no reconoce C5a (Kp >> 3 puM), aunque muestra una afinidad débil para C5b-9 soluble (Kp > 0,2 uM),
supuestamente debido a las interacciones con el componente de C5b. Otros componentes del complemento
muestran una afinidad moderada a leve para el aptamero. C3 no activada esencialmente no se une al aptamero; sin
embargo, el factor H (Kp ~100 nM) y, a un grado mucho menor, C1q (Kp > 0,3 uM) si se unen. Tomados juntos, los
datos indican que ARC186 (SEQ ID NO: 4) se une con una alta afinidad a C5 humana, principalmente mediante el
reconocimiento del dominio C5b.

[00201] Los aptameros modificados con PEG no se evallan facilmente mediante los ensayos de filtracion con
nitrocelulosa debido a la tendencia de estos aptameros a adherirse a la nitrocelulosa, incluso en ausencia de la
proteina diana. Sin embargo, las afinidades relativas de estos aptameros pueden evaluarse a partir de su capacidad
comparativa para competir con el aptamero no PEGilado radiomarcado (<10 pM) para unirse a la diana. Segun la
concentracion del competidor frio (es decir, no radiomarcado) aumenta, el porcentaje del aptamero radiomarcado
unido a la proteina diana disminuye. Como se muestra en la figura 14, las concentraciones en aumento de ARC186
frio (SEQ ID NO: 4) o el aptamero PEGilado (ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658 (SEQ ID NO: 62), y ARC187 (SEQ
ID NO: 5)) (0,05-1000 nM), compiten facilmente con ARC186 radiomarcado (SEQ ID NO: 4) para la uniéon en
presencia de la proteina C5 2 nM. Ademas, las curvas de titulacién para los cuatro aptameros casi se superponen,
indicando que la conjugacion de PEG tiene poco o ningun efecto en la afinidad del aptamero para C5.

Ejemplo 1B: Ensayo de Sangre Completa

[00202] El efecto del aptamero anti-C5 en la via alternativa del sistema del complemento se analiz6 usando el
siguiente ensayo de sangre completa. En ausencia de un anticoagulante, la sangre se extrajo de voluntarios
humanos normales. Las alicuotas de sangre (que no contenian anticoagulante), se incubaron con concentraciones
en aumento de ARC186 (SEQ ID NO: 4) durante 5 horas a temperatura ambiente o a 37 °C. Las muestras se
centrifugaron para aislar el suero, y la presencia de C5b en el suero se detect6 mediante ELISA de sC5b-9 (kit
ELISA para C5b-9, Quidel, San Diego, CA). Como se muestra en la figura 15, la actividad anticomplemento, como se
refleja en la produccion de C5b-9, entre las muestras incubadas a diferentes temperaturas, divergiéo a 3 uM, Los
datos de la temperatura ambiente indicaron que la concentracién del aptamero requerida para la inhibicién
cuantitativa esta en el intervalo de 3-6 uM, mientras que la concentracion indicada de C5 es de aproximadamente
400 nM. Estos resultados sugieren que puede requerirse de un exceso molar de 10 veces del aptamero anti-C5
(ARC186; SEQ ID NO: 4) para la inhibicion completa de la actividad de C5.

Ejemplo 1C: Activacidon del Complemento mediante zymosan

[00203] El zymosan es un componente polisacarido de la pared de las células de levadura, y un potente activador
de la cascada del complemento alternativa. La adicién de zymosan a muestras de sangre, plasma o suero ex vivo da
como resultado la acumulacién de productos de activacion del complemento, incluyendo C5a y la version soluble de
C5b-9 (sC5b-9). Se afadieron muestras del suero humano no diluido (Center for Blood Research, Boston, MA),
sangre completa humana citrada (Center for Blood Research, Boston, MA) o suero de mono cynomolgus (Charles
River Labs, Wilmington, MA) con concentraciones en aumento de ARC658 (SEQ ID NO: 62), el analogo de PEG de
30K de ARC186 (SEQ ID NO: 4). Para activar el complemento, se afiadié6 zymosan (Sigma, St. Louis, MO) en una
suspension 10 x a las muestras a una concentracion final de 5 mg/ml. Después de una incubacion de 15 minutos a
37 °C, las particulas de zymosan se retiraron mediante centrifugacion y el grado de la activacion del complemento se
determiné mediante ELISA de C5a y/o ELISA de sC5b-9 (kit ELISA de C5b-9, Quidel, San Diego, CA; kit ELISA de
Cba, BD Biosciences, San Diego, CA).

[00204] En ausencia del aptamero, el tratamiento con zymosan activa ~50% de C5 en suero o sangre completa, en
comparacion con la activacion de ~1% en la muestra no tratada. La adicion del aptamero anti-C5 hasta 50 nM (~10%
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de la concentracion de C5 en sangre), tuvo poco efecto en la formacion de sC5b-9. Sin embargo, la titulacion
adicional de C5 con concentraciones en aumento de ARC658 (SEQ ID NO: 62), inhibi6 la activacion de C5 de una
manera dependiente de la dosis, como se observa en la figura 16. En suero o sangre completa humana, la inhibicion
cuantitativa (~99%) se observé en ARC658 (SEQ ID NO: 62) 0,8-1 uM, que correspondia a ~2 equivalentes molares
de aptamero para C5. Se necesitaron concentraciones mas altas de aptamero para lograr una inhibicion comparable
en suero de mono cynomolgus. En este caso, se consiguié una inhibicion del 99% unicamente en presencia de
aptamero 10 uM, o -20 equivalentes molares de aptamero para C5.

Ejemplo 1D: Modelo de bucle de tubos de la activacion del complemento

[00205] Para probar la capacidad del aptamero anti-C5 de bloquear la activacion del complemento inducida por la
exposicion a materiales extrafios, como se encuentra en un circuito de derivacién cardiopulmonar, se usé el modelo
de bucle de tubos descrito por Nilsson y col. (Gong y col., (1996) Journal of Clinical Immunology 16, 222-9; Nilsson y
col., (1998) Blood 92, 1661-7). Un entubado médico/quirurgico Tygon S-50-HL (diametro interno de 6,35 milimetros
(1/4")) se cortd en tramos de aproximadamente 300 mm (aproximadamente un volumen de 9 ml), y se llen6 con 5 ml
de sangre de un donante humano que contenia 0,4 unidades/ml de heparina (Celsus) y concentraciones variables
de ARC658 (SEQ ID NO: 62) (0-5 uM). Cada tramo de tubo Tygon se cerré en un bucle con una pieza de entubado
de silicona, como se describe en Gong y col. Los bucles de tubos se hicieron giraron durante 1 hora a
aproximadamente 30 rpm en un bafio de agua a 37 °C. Después, el contenido del bucle se vertié en tubos cénicos
de polipropileno que contenian EDTA (concentracion final 10 mM) para interrumpir la activacion del complemento. El
plasma deficiente en plaquetas se aisl6 mediante centrifugacion y se analizé para C5a y C3a mediante ELISA (kit
ELISA para C3a, Quidel, San Diego, CA; kit ELISA para C5a, BD Biosciences, San Diego, CA).

[00206] La activacion del complemento total en ausencia del aptamero fue pequefia en comparacion con el ensayo
con zymosan. Tipicamente, los niveles de C5a aumentaron en aproximadamente 6 ng/ml después de 1 hora de
incubacioén, lo que corresponde a una activacion de <1% del C5 disponible. Sin embargo, este aumento fue
reproducible y se inhibié mediante titulaciéon con ARC658 (SEQ ID NO: 62). Como se muestra en la figura 17, el
ARC658 (SEQ ID NO: 62) 300-400 nM fue suficiente para lograr el 99% de la inhibicion de la activacion de C5, un
nivel que es aproximadamente equivalente o ligeramente menor que la concentracion molar de C5 en sangre. Sin
desear quedar ligando a teoria alguna, aunque se requiere menos aptamero para obtener el 99% de la inhibicion de
la activacion de C5 en este modelo que en el modelo de zymosan, esta observacion podria reflejar las diferencias
sustanciales en los estimulos que activan el complemento utilizados en los dos ensayos. La generacion de C3a
también se supervis6 como un control para verificar que ARC658 (SEQ ID NO: 62) no bloqued las etapas de
activacion antes que C5 en la cascada del complemento. Los niveles de C3a aumentaron en aproximadamente 4000
ng/ml después de 1 hora de incubacién, lo que corresponde a la activacion de aproximadamente el 10% de C3
disponible. A diferencia de la generacion de Cb5a, se observd poca inhibicion dependiente de la dosis de la
generacion de C3a tras la titulacion con ARC658 (SEQ ID NO: 62), demostrando que ARC658 (SEQ ID NO: 62)
bloguea de manera especifica la escisién de C5.

EJEMPLO 2
Selecciones y Secuencias De Novo

Seleccién de C5 con conjunto dRmY

[00207] Se realizaron dos selecciones para identificar los aptameros dRmY para la proteina C5 de longitud
completa humana. La proteina C5 (Quidel Corporation, San Diego, CA o Advanced Research Technologies, San
Diego, CA), se uso en la forma de longitud completa ("FL") y parcialmente tripsinizada ("TP"), y ambas selecciones
eran selecciones directas contra las dianas de la proteina que se habian inmovilizado en una placa hidréfoba.
Ambas selecciones proporcionaron conjuntos significativamente enriquecidos para la unién de C5 de longitud
completa frente al conjunto no seleccionada y no tratado. Todas las secuencias mostradas en este ejemplo, se
muestran de 5'a 3'.

Preparacion del Conjunto: Una plantilla de ADN con la secuencia

[00208] TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTACN @30 GGTCGATCGATCGATCATCGATG
(ARC520; SEQ ID NO: 70) se sintetiz6 usando un sintetizador de ADN ABI EXPEDITE™, y se desprotegié mediante
procedimientos convencionales. Las plantillas se amplificaron con el cebador 5'
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC (SEQ ID NO: 71) 'y el cebador 3
CATCGATGATCGATCGATCGACC (SEQ ID NO: 72), y después se us6 en forma de una plantilla para la
transcripcion in vitro con la ARN polimerasa T7 mutante Unica Y639F. Las transcripciones se hicieron utilizando
HEPES 200 mM, DTT 40 mM, espermidina 2 mM, Triton X-100 al 0,01%, PEG-8000 al 10%, MgCl, 9,5 mM, MnCl,
2,9 mM, NTP 2 mM, GMP 2 mM, espermina 2 mM, 0,01 unidades/ul de pirofosfatasa inorganica, y la polimerasa T7
mutante unica Y639F.

[00209] Seleccion: En la ronda 1, se realizd una etapa de seleccion positiva en columnas de union al filtro de
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nitrocelulosa. En resumen, se incubaron 1 x 10'® moléculas (0,5 nmoles) del ARN del conjunto en 100 pl de tampdn
de unién (DPBS 1 x) con C5 de longitud completa 3 uM o C5 parcialmente tripsinizado 2,6 uM durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los complejos de ARN:proteina y las moléculas de ARN libre se separaron utilizando
columna giratorias de nitrocelulosa de 0,45 um de Schleicher & Schuell (Keene, NH). Las columnas se lavaron
previamente con 1 ml de DPBS 1 x, y después las soluciones que contenian ARN:proteina, se afiadieron a las
columnas y se hicieron girar en una centrifuga a 1500 g durante 2 minutos. Se realizaron tres lavados con tampdn
de 1 ml para eliminar los aglutinantes no especificos de los filtros, después los complejos de ARN:proteina unidos a
los filtros se eluyeron dos veces con 200 ul de lavados de tampoén de elucion (urea 7 M, acetato sédico 100 mM,
EDTA 3 mM, precalentado a 95 °C). EI ARN eluido se precipité (2 pl de glucégeno, 1 volumen de isopropanol, 1/2
volumen de etanol). EI ARN se transcribi6 de manera inversa con el sistema ThermoScript RT-PCR™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, usando el cebador 3' que se ha descrito
anteriormente de SEQ ID NO: 72 seguido de la amplificacion con PCR (Tris 20 mM, pH 8,4, KCI 50 mM, MgCl, 2
mM, cebadores SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72 0,5 uM, cada dNTP 0,5 mM, 0,05 unidades/ul de polimerasa Taq
(New England Biolabs, Beverly, MA)). Las plantillas de PCR se purificaron usando columnas Centricep (Princeton
Separations, Princeton, NJ) y se usaron para transcribir el siguiente conjunto de la ronda.

[00210] En las rondas de seleccion posteriores, la separacion del ARN unido y libre se hizo en placas hidréfobas
Nunc Maxisorp (Nunc, Rochester, NY). La ronda se inicié inmovilizando 20 pmoles de C5 de longitud completa y C5
parcialmente tripsinizado a la superficie de la placa durante 1 hora a temperatura ambiente en 100 ul de DPBS 1 x.
Después, el sobrenadante se eliming, y los pocillos se lavaron 4 veces con 120 ul de tampén de lavado (DPBS 1 x).
Después, los pocillos de proteinas se bloquearon con un tampén de DPBS 1 x que contenia 0,1 mg/ml de ARNt de
levadura y 0,1 mg/ml de ADN de esperma de salmén como competidores. La concentracion del conjunto usada fue
siempre al menos en un exceso de cinco veces de la concentracion de la proteina. EI ARN del conjunto también se
incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente en pocillos vacios para eliminar cualquier secuencia de unién a
plastico, y después se incubaron en un pocillo bloqueado sin proteina para eliminar cualquier secuencia de union al
competidor del conjunto antes de la etapa de la seleccion positiva. Después, el ARN del conjunto se incubé durante
1 hora a temperatura ambiente y el ARN unido a C5 inmovilizado se transcribié de manera inversa directamente en
la placa de selecciéon mediante la adicion de la mezcla RT (cebador 3, SEQ ID NO: 72 y Thermoscript RT,
Invitrogen), seguido de incubacion a 65 °C durante 1 hora. EI ADNc resultante se usé como una plantilla para PCR
(polimerasa Tag, New England Biolabs). EI ADN de la plantilla del conjunto amplificado se desald con una columna
Centrisep (Princeton Separations), de acuerdo con las condiciones recomendadas por el fabricante, y se usé para
programar la transcripcion del ARN del conjunto para la siguiente ronda de seleccion. El conjunto transcrito se
purificé en gel en un gel de poliacrilamida al 10% cada ronda.

[00211] El progreso de la seleccion se controlé usando un ensayo de union al filtro emparedado (transferencia
puntual). EI ARN del conjunto marcado con 5'-32P (concentracion en trazas) se incubd con C5, DPBS 1 x mas 0,1
mg/ml de ARNt y 0,1 mg/ml de ADN de esperma de salmoén, durante 30 minutos a temperatura ambiente, y a
continuacién se aplico a un filtro intercalado de nitrocelulosa y nylon en un aparato de transferencia puntual
(Schleicher y Schuell). El porcentaje de ARN del conjunto unido a la nitrocelulosa se calculd y se controld
aproximadamente cada 3 rondas con un solo punto de seleccion (C5 +/- 300 nM). Las mediciones de la Kp del
conjunto se midieron usando una titulacién de la proteina y el aparato de transferencia puntual, como se ha descrito
anteriormente.

[00212] Datos de seleccion: Ambas selecciones se enriquecieron después de 10 rondas sobre el conjunto sin
tratar. Véase la figura 18. En la ronda 10, la Ky del conjunto fue de aproximadamente 115 nM para la seleccion de
longitud completa y 150 nM para la tripsinizada, pero el grado de union fue Unicamente de aproximadamente el 10%
en la plataforma de ambas. Los conjuntos R10 se clonaron usando el kit de clonacién TOPO TA (Invitrogen) y se
secuenciaron.

[00213] Informacion de la Secuencia: Se secuenciaron 45 clones de cada conjunto. El conjunto de longitud
completa R10 estuvo dominado por un solo clon ARC913 (SEQ ID NO: 75), que constituy6 el 24% del conjunto, 2
conjuntos de secuencias duplicadas y sencillas constituyeron el resto. La agrupacion tripsinizada R10 contenia 8
copias de la misma secuencia ARC913 (SEQ ID NO: 75), pero el conjunto estuvo dominado por otra secuencia
(AMX221.A7; 46%). EI clon ARC913 (SEQ ID NO: 75) tenia una Ky de aproximadamente 140 nM, y el grado de
unién fue del 20%. Véase la figura 19.

[00214] La secuencia individual enumerada en la Tabla 5 se enumera en la direccion 5' a 3', y representa la
secuencia ribonucleotidica del aptamero que se selecciond en las condiciones de SELEX™ de dRmY
proporcionadas. En las realizaciones de la invencion derivadas de esta seleccion (y como se refleja en la lista de
secuencias), las purinas (A y G) son desoxi y las pirimidinas (U y C) son 2'-OMe. La secuencia enumerada en la
Tabla 5 puede o no contener proteccion (por ejemplo, dT 3'-invertido). La secuencia Unica del aptamero siguiente
empieza en el nucledtido 23, siguiendo inmediatamente la secuencia fija GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ
ID NO: 73), y ftranscurre hasta que se encuentra con la secuencia de acidos nucleicos 3' fija
GGUCGAUCGAUCGAUCAUCGAUG (SEQ ID NO: 74)
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Tabla 5: Secuencia nucleotidica del aptamero dRmY de C5
ARC913 (SEQ ID NO: 75)

GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAUACGCAGGGGUCGAU
CGAUCGAUCAUCGAUG

[00215] Ensayo de hemolisis: El efecto de ARC913 (SEQ ID NO: 75) en la via clasica del sistema del
complemento se analizd usando un ensayo de hemodlisis que se ha descrito previamente, en comparacion tanto con
ARC186 (SEQ ID NO: 4) (aptamero anti-C5, control positivo) como el conjunto dRmY no seleccionado (control
negativo). En el ensayo de la inhibicion hemolitica, una soluciéon de suero humano completo al 0,2% se mezcld con
eritrocitos de oveja recubiertos con el anticuerpo (Prueba CH50 del Complemento Diamedix EZ, Diamedix
Corporation, Miami, FL) en presencia de ARC913 (SEQ ID NO: 75) titulado. El ensayo se realiz6 en solucion salina
tamponada con veronal que contenia calcio, magnesio y gelatina al 1% (tampon del complemento GVB**) y se
incubd durante 1 hora a 25 °C. Después de la incubacion, las muestras se centrifugaron. La densidad optica a 415
nm (DOs15) del sobrenadante se ley6. La inhibicion de la actividad de la hemdlisis se expresa como el % de la
actividad de la hemolisis en comparacion con el control. Véase la figura 20. La Clso del aptamero se calcul6 que era
de aproximadamente 30 nM.

EJEMPLO 3
Composicion y Optimizacion de la Secuencia

Ejemplo 3A: Minimizacién de ARC913:

[00216] Se transcribieron seis construcciones basadas en ARC913 (SEQ ID NO: 75), se purificaron en gel y se
probaron en transferencia “dot blot” para la unién a C5. ARC954 fue similar al clon original con una Kq de 130 nM y
un grado de union del 20%, mientras que ARC874 (SEQ ID NO: 76), fue el Unico clon diferente que se uni6é a C5 con
una Kq de 1 uM.

[00217] Las secuencias individuales enumeradas en la Tabla 6 se enumeran en la direccion 5' a 3' y se obtuvieron a
partir de los aptameros que se seleccionaron en las condiciones de SELEX dRmY proporcionadas. En las
realizaciones de la memoria derivadas de esta seleccién (y como se refleja en la lista de secuencias), las purinas (A
y G) son desoxi y las pirimidinas (U y C) son 2'-OMe. Cada una de las secuencias enumeradas en la Tabla 6 puede
0 no contener proteccion (por ejemplo, dT 3'-invertido).

Tabla 6. Secuencias nucleotidicas de los clones minimizados de ARC913

ARC874 (SEQ ID NO: 76)
CCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAUACGCAGGG

ARC875 (SEQ ID NO: 77)
CCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAAACGCAGGG

ARC876 (SEQ ID NO: 78)
GGGUUUGGCACAGGCAUACAUACCC

ARC877 (SEQ ID NO: 79)
GGGUUUGGCACAGGCAUACAAACCC

ARC878 (SEQ ID NO: 80)
GGCGGCACAGGCAUACAUACGCAGGGGUCGCC

ARC954 (SEQ ID NO: 81)
CGUUCUACCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAUACGCAGGGGUCGAUCG

Ejemplo 3B: Optimizacion de ARC913: Reseleccion Adulterada

[00218] Con el fin de optimizar el clon ARC913 (SEQ ID NO: 75) para la afinidad de unién a C5 y de determinar los
elementos de unién clave, se realizd una reselecciéon adulterada. Las reselecciones adulteradas se usan para
explorar los requisitos de la secuencia con un clon activo o un minimero. Las selecciones se realizan con un
conjunto sintético, degenerad, que se ha disefiado en base a una sola secuencia. El nivel de degeneracion
usualmente varia del 70% al 85% del nucledtido de tipo natural. En general, se observan mutaciones neutras, pero
en algunos casos, los cambios de la secuencia pueden dar como resultado mejoras en la afinidad. Después, la
informacién de la secuencia compuesta puede usarse para identificar el motivo de unién minimo y ayudar en los
esfuerzos de optimizacion.
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[00219] Preparacion del conjunto: La secuencia de la plantilla
taatacgactcactataGGGAGAGGAGAGAACGTTCTACN30)GTTACGACTAGCATCGATG (SEQ ID NO: 82), se basoé en
ARC913 (SEQ ID NO: 75) y se sintetizd con cada residuo que se origin6 de la region aleatoria adulterada a un nivel
del 15%, es decir, en cada posicion aleatoria ("N"), el residuo tiene una oportunidad del 85% de ser el nucledtido que
se encuentra en la secuencia de tipo natural CTTGGTTTGGCACAGGCATACATACGCAGGGGTCGATCG (SEQ ID
NO: 83), y una oportunidad del 15% de ser uno de los otros tres nucleoétidos.

[00220] La plantilla y el conjunto de ARN para la reseleccion adulterada se prepararon basicamente como se ha
descrito anteriormente. Las plantillas se amplificaron con los cebadores
taatacgactcactataGGGAGAGGAGAGAACGTTCTAC (SEQ ID NO: 84) y CATCGATGCTAGTCGTAAC (SEQ ID NO:
85). Se hicieron dos selecciones con C5 de longitud completa, una seleccion utilizando una concentracion mas alta
de sal en la etapa de lavado. El protocolo de seleccion se realizd6 como se ha descrito anteriormente, con dos
excepciones: 1) la Ronda 1 se hizo en placas hidrofobas (asi como todas las rondas posteriores), con Unicamente
una etapa positiva; y 2) no se usaron competidores durante la seleccién. La concentracion de C5 y la concentracion
del conjunto de ARN se mantuvieron constantes a 200 nM y 1 uM, respectivamente.

[00221] Datos de la reseleccion adulterada. Tanto las selecciones con sal normal como alta se enriquecieron
después de 5 rondas sobre un conjunto sin tratar. En la ronda 5, la Ky del conjunto fue de aproximadamente 165 nM
para la seleccion con sal alta y 175 nM para la seleccion con sal normal. El grado de unién fue de aproximadamente
el 20% en el plato en ambas. Los conjuntos R4 se clonaron usando el kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen,
Carlsbad, CA), y se secuenciaron 48 clones de cada conjunto. Se transcribieron 12 clones de cada conjunto y se
ensayaron en un ensayo de transferencia puntual con un solo punto en C5 500 nM. Las constantes de disociacion
(Kq) se midieron de nuevo usando el ensayo de transferencia puntual que se ha descrito anteriormente. Las Ky se
calcularon para los 11 mejores clones identificados en la seleccion de un solo punto, ajustando los datos a la
ecuacion: fraccion de ARN unido = amplitud*Ky/(Kg + [C5]). Los clones con las tres mejores Ky fueron la SEQ ID NO:
91 (73 nM), SEQ ID NO: 96 (84 nM) y la SEQ ID NO: 95 (92 nM). Las secuencias de estos 11 clones se enumeran a
continuacién en la Tabla 7.

[00222] Las secuencias enumeradas en la Tabla 7 se enumeran en la direccién 5' a 3' y representan las secuencias
nucleotidicas de los aptameros que se seleccionaron en las condiciones de SELEX de dRmY proporcionadas. En las
realizaciones de la memoria derivadas de esta seleccion (y como se refleja en la lista de secuencias), las secuencias
correspondientes comprenden las combinaciones dRmY de residuos, como se indica en el texto, en las que las
purinas (A y G) son desoxi y las pirimidinas (U y C) son 2-OMe. Cada una de las secuencias enumeradas en la
Tabla 7 pueden o no contener proteccion (por ejemplo, un dT 3'-invertido). Las secuencias Unicas de cada aptamero
que se muestra a continuacion comienzan en el nucledtido 23, siguiendo inmediatamente la secuencia 5' fija
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUAC (SEQ ID NO: 86), y transcurre hasta que se encuentra con la secuencia de
acidos nucleicos 3' fija GUUACGACUAGCAUCGAUG (SEQ ID NO: 87).

Tabla 7. Secuencias nucleotidicas de clones de reseleccion adulterada

(SEQ ID NO: 88)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUGGUWGGCACAGGCAUACAUACGCAGGGGUCGAUCGGUUACGACUAG
CAUCGAUG

(SEQ ID NO: 89)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAUACGCAGGUGUCGAUCUGUUACGACUA
GCAUCGAUG

(SEQ ID NO: 90)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCWGGUWGGCACAGGCAUAAAUACGCAGGGCUCGAUCGGUUACGACUAG
CAUCGAUG

(SEQ ID NO: 91)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUGGUUUGGCCCAGGCAUAUAUACGCAGGGAUUGAUCCGUUACGACUA
GCAUCGAUG

(SEQ ID NO: 92)
GGGAGAGGAGAGAACGWCUACCWGGUWGGCGCAGGCAUACAUACGCAGGUCGAUCGGUUACGACUAGCAU
CGAUG

(SEQ ID NO: 93)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUGUUGUGGCACAGCCAACCCUACGCACGGAUCGCCCGGUUACGACUA
GCAUCGAUG

(SEQ ID NO: 94)
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GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUGGUUUGGCACAGGCAUACAUACGCAGGUCGAUCGGUUACGACUA

(SEQ ID NO: 95)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUAGGUUCGCACUGUCAUACAUACACACGGGCAAUCGGUUACGACUAG
CAUCGAUG

(SEQ ID NO: 96)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCWGGUWGGCNCAGGCAUANAUACGCACGGGUCGAUCGGUUACGACUAG
CAU

(SEQ ID NO: 97)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUUCUCUGCCACAAGCAUACCUUCGCGGGGUUCUAUUGGUUACGACUA
GCAUCGAUG

(SEQ ID NO: 98)
GGGAGAGGAGAGAACGUUCUACCUUGGUUUGGCACAGGCAUAUAUACGCAGGGUCGAUCCGUUACGACUAG
CAUCGAUG

Ejemplo 3C: Modificacion de PEG Ramificado de 40 kDa de ARC186

[00223] El oligonucleotido 5'NH;-
fCmGFCFCGFCMGmMGFUFCIUFCMAMGmMGFCGFCFUMGMAMGTUFCIUMGMAMGIUfUfUAFCFCIUMGT CmG-3T -3'
(ARC672, SEQ ID NO: 63), se sintetizé en un sintetizador de ADN Expedite (ABI, Foster City, CA), de acuerdo con
los procedimientos recomendados por el fabricante, utiizando ARN 2-OMe y ARN 2'-F y fosforamiditas ARN
protegidas con TBDMS convencionales disponibles en el mercado (Glen Research, Sterling, VA), y un soporte CPG
de desoxitimidina invertido. La funcion amina terminal se unié con el modificador 5'-amino C6-TFA (Glen Research,
Sterling, VA). Después de la desproteccion, los oligonucledtidos se purificaron mediante cromatografia de
intercambio idnico en resina Super Q 5PW (30) (Tosoh Biosciences) y precipitaron en etanol.

[00224] El aptamero modificado con amina se conjugd con diferentes restos de PEG postsintéticamente. El
aptamero se disolvié en una solucion de agua/DMSO (1:1) a una concentracion entre 1,5 y 3 mM. Se afadioé un
tampodn de carbonato sédico, pH 8,5 a una concentracion final de 100 mM, y el oligo se hizo reaccionar durante una
noche con un exceso molar de 1,7 del reactivo de PEG deseado (por ejemplo, ARC1905 de 40 kDa, éster de
carbonato de p-nitrofenilo Sunbright GL2-400NP [NOF Corp., Japon], o ARC187 de 40 kDa, éster de mPEG2-NHS
[Nektar, Huntsville AL]), disuelto en un volumen equivalente de acetonitrilo. Los productos resultantes se purificaron
mediante cromatografia de intercambio idnico sobre resina Super Q 5PW (30) (Tosoh Biosciences), y se desalaron
usando cromatografia de fase inversa realizada sobre resina Amberchrom CG300-S (Rohm y Haas), y se liofilizaron.
La estructura de ARC187 (SEQ ID NO: 5) se muestra en la figura 21, mientras que la estructura de ARC1905 (SEQ
ID NO: 67) se muestra en la figura 22.

EJEMPLO 4
Modelo de Corazén Perfundido Aislado

Ejemplo 4A: Prueba del Principio con ARC186

[00225] La concentracion promedio del componente del complemento C5 en plasma humano es aproximadamente
500 nM. Tras la exposicidon de corazones de ratén aislados perfundidos con tampén de Krebs Heinseleit en plasma
humano al 6%, la cascada del complemento humano se activa, conduciendo a la escision de C5 en C5a y C5b. El
componente C5b forma posteriormente un complejo con los componentes del complemento C6, C7, C8 y C9,
también conocido como el "complejo de ataque a membrana" ("MAC" o C5b-9), que dafia los vasos sanguineos del
corazoén y los miocitos cardiacos, conduciendo asi a una disfuncion de miocardio (aumento de la presion diastolica
final, arritmias) y asistole (Evans y col., Molecular Immunology, 32, 1183-1195 (1995)). Previamente, los anticuerpos
monoclonales y de una sola cadena que bloquean la escision de C5 humano (Pexelizumab o una version scFv de
una sola cadena de Pexelizumab) se probaron en este modelo, y demostraron inhibir el dafio y la disfuncion al
miocardio (Evans y col., 1995).

[00226] Este modelo se usé para establecer que el aptamero de bloqueo de C5 ARC186 (SEQ ID NO: 4), como
Pexeluzimab, inhibié el dafio del complemento mediado por C5 humano a los corazones de ratén perfundidos
aislados. Se adquirieron ratones C57 BI/6 en Charles River Laboratories (Wilmington, MA). En resumen, después de
la induccion de anestesia profunda, cada corazén de ratén se extrajo y se monté en una aguja roma insertada en la
aorta, a través de la cual el corazon se perfundi® de manera continua con tampén de Krebs Heinseleit. Un
transductor de presion (Mouse Specifics, Boston, MA) se insertd en el ventriculo izquierdo, permitiendo la medicién
continua de la frecuencia cardiaca y la presion intraventricular. Después de un periodo de 15 de equilibrio durante el
cual se tomaron las mediciones de la linea basal, los corazones se perfundieron posteriormente con tampoén y
plasma humano al 6% +/- aptdmero a diversas concentraciones (véase la figura 23). Durante estos estudios, y como
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se describe en Evans y col., se demuestra que los corazones que se perfundieron con tampén de Krebs Heinseleit +
plasma humano al 6%, experimentaron un fallo en el transcurso de 5 minutos de la adicién del plasma al perfusado,
mientras que los corazones que se perfundieron de manera continua con el tampén solo, continuaron latiendo en
exceso de dos horas. Por lo tanto, la longitud de cada experimento se definié de manera arbitraria como 15 minutos.
La exposicion de este estudio con ARC186 se presenta en la figura 23.

[00227] La presion intraventricular se supervisé y se registré de manera continua, dando como resultado el trazado
de la onda de la presion (figuras 24 y 25). El punto de deflexion mas bajo representa la presion diastodlica final
("EDP") y el punto de deflexion mas alto representa la presion sistdlica ("SP"). Las ondas de la presion de la linea
basal aparecen a la izquierda de la linea negra vertical marcada "O" mostrada en cada trazo. Como se ha publicado
previamente (Evans y col.,, 1995), los corazones perfundidos con plasma humano al 6%, experimentaron un
incremento rapido en la presion diastolica final ventricular izquierda, culminando finalmente en asistole (el corazén
se detiene) en el transcurso de 5 minutos (figura 24). Cuando el aptamero irrelevante se afiadié al plasma humano
en un exceso molar de 50 veces, también se observaron un aumento de EDP vy asistole (figura 24).

[00228] Cuando se afiadi® ARC186 al sistema a equivalencia molar, hubo también un aumento precipitado en la
EDP, culminando en asistole (figura 25). En los tres grupos de corazones que experimentaron el dafio mediado por
el complemento, aumento de EDP y asistole, el corazén era visiblemente edematoso y turgente al final del
experimento. Cuando se afiadi6 ARC186 al plasma en un exceso molar de 10 veces o 50 veces (figura 25), las
ondas de la presion ventricular permanecieron normales y no se observo asistole. Ademas, el edema vy la turgencia
que se han descrito previamente no eran evidentes en estos grupos.

[00229] Durante cada experimento, la frecuencia cardiaca se registré a intervalos de 5 minutos, y la frecuencia
cardiaca media para el grupo durante cada intervalo se representd en forma de grafico. Como se muestra en la
figura 26, los corazones perfundidos sin aptamero o con el aptamero irrelevante, desarrollaron asistole rapidamente,
normalmente en el transcurso de 5 minutos. EI ARC186 afiadido al sistema en una equivalencia molar, retrasé
ligeramente el inicio de la asistole. Los corazones en este grupo fallaron finalmente, sin embargo, el ARC186
afiadido al plasma en un exceso molar de 10 veces o 50 veces conservo, la frecuencia cardiaca durante todo el
experimento.

[00230] El porcentaje de aumento en el peso cardiaco con respecto a la lineal basal se calculé para una muestra
representativa de corazones que fallaron (sin aptamero o exceso molar de 50 veces de aptamero irrelevante), y se
compard con los corazones protegidos con ARC186 (exceso molar de 10 veces y 50 veces de ARC186). Como se
muestra en la figura 27, los corazones protegidos con ARC186 ganaron significativamente menos peso que los
corazones que fallaron en los grupos de control.

[00231] Debido a que ARC186 inhibe la escision de C5, pero no la escision de C3, los productos de escision C3
(C3a), pero no pero no los productos de la escision de C5 (C5a o C5b), deben encontrarse en el efluente que fluye
de los corazones aislados protegidos por ARC186. Para mostrar directamente que ARC186 inhibid la escisiéon de C5
de plasma humano, los niveles relativos de las proteinas del complemento humanas C5a y C5b (productos de
escision de C5) y C3a (un producto de escision de C3) se midieron en el efluente del tampoén de los diversos grupos,
mediante kits ELISA disponibles en el mercado (kit ELISA para C5b-9, Quidel, San Diego, CA,; kit ELISA para C5a'y
C3a, BD Biosciences, San Diego, CA). ARC186 inhibi6 la escision de C5 en plasma humano y la produccion de C5a
(figura 28) y C5b-9 (figura 29) de una manera dependiente de la dosis. Por el contrario, ARC186 no tuvo efecto en la
escision de C3 humana en C3a y C3b (figura 30) demostrando adicionalmente la especificidad de C5 de la molécula.

[00232] Una vez generados, los fragmentos de C3b y C5b del complemento se depositan localmente en los tejidos
en la proximidad del sitio de activacion del complemento. Después de la terminacion de los experimentos, los
corazones de raton se congelaron en medio OCT (Sakura Finetelc, Torrance, CA), se seccionaron y a continuacion
se tifleron usando inmunohistoquimica convencional para la presencia de C3b humana (clon H11, Chemicon,
Temecula, CA), C5b-9 humano (clon aE11, DAKO, Carpinteria, CA) o IgG de ratén de control (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Los resultados del estudio se presentan en la figura 31.

[00233] Como se describid en este estudio, el aptamero de bloqueo de C5 ARC186, se prob6 en un modelo ex vivo
del daino tisular mediado por C5 del componente del complemento, que usa corazones de ratdén aislados,
perfundidos con tampon de Krebs Heinseleit y plasma humano heparinizado al 6%, en base a un modelo descrito en
un estudio que se ha publicado previamente que demostré los efectos del anticuerpo anti-C5, Pexeluzimab sobre el
sistema del complemento (Evans, Molecular Immunol 32: 1183 (1995). Usando este modelo, se demostré que el
aptamero de bloqueo de C5 (a) inhibi6 la escision de C5 del plasma humano (pero no de C3), (b) inhibi6 inhibe la
deposicion de C5b humano (pero no de C3b) en el tejido cardiaco de ratén e (c) inhibio la disfuncién de miocardio
mediada por C5b-9 humano a concentraciones clinicamente relevantes (5 uM, un exceso molar de 10 de aptamero
frente a C5). Estos datos muestran que cuando la cascada del complemento humano se activa de una manera
fisioldgicamente relevante, los aptameros de bloqueo de C5 son capaces de inhibir la escision de C5 en plasma e
impedir el dafio y la disfuncién de miocardio.

Ejemplo 4B: Eficacia del Aptamero PEGilado
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[00234] El material y los procedimientos usados en este estudio fueron exactamente los mismos que se han
descrito en el Ejemplo 4A anterior. El disefio experimental y los resultados se presentan en la figura 32. La primera
mitad del experimento utilizd plasma heparinizado humano (Center for Blood Research, Harvard Medical School,
Boston, MA) como una fuente del complemento, y la segunda mitad utiliz6 plasma de mono cynomolgus
heparinizado (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) como una fuente del complemento. Se afiadié un
aptamero PEGilado (ARC658; SEQ ID NO: 62) al sistema a relaciones molares en aumento. Aunque todos los
trazados de la presion ventricular relevantes se recogieron, la tabla enumera la presencia o ausencia de un aumento
en la presion diastolica final (EDP), haya o no asistole, y el tiempo hasta el fallo cardiaco (definida como la presencia
de una EDP elevada y asistole).

[00235] Durante los experimentos con plasma humano, la dosis 6ptima de AR658 (SEQ ID NO: 62), se determind
como una equivalencia molar (500 nM), mientras que durante los experimentos con plasma de primate no humano,
fue necesario un exceso molar de 50 veces (25 uM) para proteger el corazon del dafio mediado por C5b (véase la
figura 32).

[00236] Estos datos son consistentes con la diferencia en la afinidad del aptamero anti-C5 para C5 humano frente
primate no humano indicada por los datos in vitro. Sin desear quedar ligando a teoria alguna, durante estos estudios
posteriores con mono cynomolgus PK/PD que se describen en el Ejemplo 5, se demuestra adicionalmente que fue
necesario un exceso molar de 30 veces de aptamero para inhibir la escisién de C5 en plasma mediada por zymosan,
apoyando adicionalmente la nocién de que el aptamero se une a C5 de primate con una afinidad menor que C5
humano.

[00237] De forma colectiva, estos estudios indican que tanto los aptameros de bloqueo de C5 ARC186 (SEQ ID NO:
4) y a un mayor grado, ARC658 (SEQ ID NO: 62), son eficaces en el modelo de corazén de raton perfundido aislado.
Este modelo también demostré que tiene que usarse significativamente mas ARC658 (SEQ ID NO: 62) para inhibir el
dafio cardiaco mediado por C5 en plasma de mono cynomolgus (exceso molar 30+), en comparacion con el dafio
cardiaco mediado por C5 humano (equivalencia molar), apoyando adicionalmente los datos in vitro que indican que
el aptamero tuvo una afinidad menor para C5 de primate. Finalmente, estos datos indicaron que los macacos
cynomolgus necesitaran una dosificacion mas alla de un exceso molar de 30 veces, con el fin de demostrar in vivo el
bloqueo de C5 durante los estudios de PK/PD.

EJEMPLO 5
Metabolismo y Farmacocinética del Farmaco de los Aptameros Anti-C5 en Animales

[00238] En los Ejemplos 5A-5G, todos los datos de la concentracion basados en la masa se refieren sélo al peso
molecular de la parte oligonucleotidica del aptamero, sin importar la masa conferida por la conjugacién del PEG.

Ejemplo 5A: Estabilidad metabdlica del inhibidor de C5 ARC186 en plasma de primate y de rata

[00239] El precursor oligonucleotidico no PEGilado de los aptameros (es decir, ARC186; SEQ ID NO: 4) se ensayd
en plasma de rata y de mono cynomolgus (Charles River Labs, Wilmington, MA) con el fin de evaluar su estabilidad,
cinética de la velocidad y vias de degradacién. La prueba se realizé utilizando el aptamero radiomarcado (*2P) en el
extremo 5', incubado a 37 °C en plasma agrupado al 95% (citrado) durante el curso de 50 horas. En los momentos
seleccionados, se extrajeron alicuotas del plasma que contenia aptamero, se ultracongelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C. La deteccion y el analisis del aptamero y sus metabolitos en el plasma
se realizd usando extraccion liquido-liquido (fenol-cloroformo) seguida de electroforesis en gel (en un gel de
secuenciacion de poliamida desnaturalizante al 10%) y auto-radiografia de alta resolucion.

[00240] La figura 33 muestra una grafica logaritmica-lineal del porcentaje restante del aptamero de longitud
completa como una funcién del tiempo de incubacion tanto en plasma de rata como de mono cynomolgus. El perfil
de degradacion en ambas especies parece ser basicamente monofasico, con una constante de velocidad de
aproximadamente k - 0,002 h™".

Ejemplo 5B: Farmacocinética de ARC657, ARC658 y ARC187 en la rata tras una administracion intravenosa

[00241] Para evaluar el perfil farmacocinético de ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658 (SEQ ID NO: 62) y ARC187
(SEQ ID NO: 5), y calcular el nivel de dosificacion y la frecuencia requeridos en primates y seres humanos, se realizé
un estudio farmacocinético en ratas Sprague-Dawley cateterizadas (Charles River Labs, Wilmington, MA). Los
aptameros se formularon para su inyeccion a 10 mg/ml (peso del oligo) en una solucidn salina convencional y se
esterilizaron por filtraciéon (0,2 um) en un vial de dosificacion esterilizado previamente en condiciones asépticas. La
ruta de administracién usada para el estudio de la rata fue un bolo intravenoso a través de la vena de la cola a una
dosis de 10 mg/kg. Los brazos del estudio consistian en 3 animales por grupo, de los cuales se tomaron sangrados
seriados previos a la dosis y en momentos especificados durante el transcurso de 48 horas. El disefio del estudio se
expone en la figura 34. Las muestras de sangre se obtuvieron de catéteres en la vena yugular implantados
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quirdrgicamente, se transfirieron directamente a tubos recubiertos con EDTA, se mezclaron por inversion y se
pusieron sobre hielo hasta el procesamiento del plasma.

[00242] El plasma se recolectd mediante centrifugacion en tubos de sangre-EDTA a 5000 rpm durante 5 minutos, y
el sobrenadante (plasma) se transfirid a un tubo premarcado fresco. La muestras de plasma se almacenaron a -80
°C hasta el momento del analisis. Los analisis de las muestras de plasma para ARC187 se realizaron usando un
formato de ensayo homogéneo, utilizando la adicion directa de las alicuotas de plasma a los pocillos de ensayo que
contenian el reactivo de deteccion de acido nucleico fluorescente disponible en el mercado Oligreen™ (Molecular
Probes, Eugene, OR). Después de un breve periodo de incubacioén (5 min) a temperatura ambiente, protegidas de la
luz, las placas de ensayo se leyeron mediante un lector de placas con fluorescencia (SpectraMax Gemini XS,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La sefial de fluorescencia de cada pocillo fue proporcional a la concentracion de
aptamero en el pocillo, y las concentraciones de la muestra se calcularon mediante interpolacion de los valores de
fluorescencia de una curva de fluorescencia-concentracion convencional (los valores medios de las curvas por
duplicado o triplicado). Las concentraciones medias en plasma se obtuvieron en cada punto de medicién de los tres
animales en cada grupo. Los datos de la concentracion en plasma frente al tiempo se sometieron a un analisis no
compartimentado (NCA) usando el programa de modelado de farmacocinética estandar en la industria WinNonLin™
v. 4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, CA). Los calculos se obtuvieron para los siguientes parametros
farmacocinéticos primarios: concentracion maxima en plasma, Cnsx; area bajo la curva de concentracion-tiempo,
ABC; semivida terminal, t1,2; eliminacion terminal, Cl; y volumen de distribucion en estado estacionario, Vss.

[00243] Los datos de la concentracion media en plasma frente al tiempo se muestran en la figura 35 y se
representan en una grafica en la figura 36. Los datos de la concentracién frente al tiempo se sometieron a un
analisis no compartimentado (NCA) usando WinNonLin™ v. 4.0. Este analisis proporciono los valores presentados
en la figura 37.

[00244] Como se anticipo, el aptamero de 40 kDa ARC187 (SEQ ID NO: 5) tuvo la semivida mas larga, y el
aptamero de 20 kDa, ARC657 (SEQ ID NO: 61), la mas corta. El Vss observado con relacion al volumen de plasma
conocido (~40 ml/kg) sugirié un grado moderado de unién/secuestro de ARC187 (SEQ ID NO: 5) a las proteinas y/o
la matriz tisular en el espacio extravascular. Suponiendo la necesidad de mantener un exceso molar de 5 veces de
aptamero, los resultados de este estudio sugirieron que ARC187 (SEQ ID NO: 5) proporciona una ventaja
significativa en cuando a la frecuencia de dosificacion y la cantidad total del aptamero necesaria para mantener los
niveles en plasma deseados.

[00245] Los estudios previos (datos no mostrados) en roedores y primates con aptameros de composicion similar,
han mostrado una proporcionalidad/linealidad de la dosis a dosis de hasta 30 mg/kg, de manera que no se anticipa
que este nivel de dosificacién dé como resultado un comportamiento farmacocinético no lineal.

Ejemplo 5C: Farmacocinética de ARC187 y ARC1905 en el ratéon después de la administracién intravenosa

[00246] Para evaluar el perfil farmacocinético de la cadena principal oligonucleotidica de ARC186 (SEQ ID NO: 4)
conjugada con un PEG ramificado de 40 kDa diferente al de ARC187 (SEQ ID NO: 5), se realizd un estudio
farmacocinético en ratones CD-1 hembra (obtenidos en Charles River Labs, Wilmington, MA). Los aptameros se
formularon para su inyeccion a 2,5 mg/ml (peso del oligo) en una solucién salina convencional y se esterilizaron por
filtracion (0,2 pm) en un vial de dosificacion esterilizado previamente en condiciones asépticas. La ruta de
administracion usada para el estudio del raton fue un bolo intravenoso a través de la vena de la cola a una dosis de
10 mg/kg. Los brazos del estudio consistian en 3 animales por grupo, de los cuales se tomaron sangrados
terminales previos a la dosis (es decir, el grupo de control no dosificado) y en momentos especificados durante el
transcurso de 72 horas. El disefio del estudio se expone en la figura 38A.

[00247] Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncion cardiaca terminal, se transfirieron directamente a
tubos recubiertos con EDTA, se mezclaron por inversion y se pusieron sobre hielo hasta el procesamiento del
plasma. El plasma se recolecté mediante centrifugacion en tubos de sangre-EDTA a 5000 rpm durante 5 minutos, y
el sobrenadante (plasma) se transfirid a un tubo premarcado fresco. La muestras de plasma se almacenaron a -80
°C hasta el momento del andlisis. El analisis de las muestras de plasma para ARC187 y 1905 se realizé usando un
formato de ensayo homogéneo, utilizando la adicion directa de las alicuotas de plasma a los pocillos de ensayo que
contenian el reactivo de deteccion de acido nucleico fluorescente disponible en el mercado Oligreen™ (Molecular
Probes, Eugene, OR). Después de un breve periodo de incubacién (5 min) a temperatura ambiente, protegidas de la
luz, las placas de ensayo se leyeron mediante un lector de placas con fluorescencia (SpectraMax Gemini XS,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La sefal de fluorescencia de cada pocillo fue proporcional a la concentracion de
aptamero en el pocillo, y las concentraciones de la muestra se calcularon mediante interpolacion de los valores de
fluorescencia de una curva de fluorescencia-concentracion convencional (los valores medios de las curvas por
duplicado o triplicado). Las concentraciones medias en plasma se obtuvieron en cada punto de medicion de los tres
animales en cada grupo. Los datos de la concentracion en plasma frente al tiempo se sometieron a un analisis no
compartimentado (NCA) usando el programa de modelado de farmacocinética estandar en la industria WinNonLin™
v. 4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, CA). Los calculos se obtuvieron para los siguientes parametros
farmacocinéticos primarios: concentracion maxima en plasma, Cnsx; area bajo la curva de concentracion-tiempo,
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ABC; semivida terminal, ti; eliminacién terminal, Cl; y volumen de distribucién en estado estacionario, Vss. Los
datos de la concentracién media en plasma frente al tiempo se muestran en una grafica en la figura 38B.

[00248] Los datos de la concentracion frente al tiempo se sometieron a un analisis no compartimentado (NCA)
utilizando WinNonLin™ v. 4.0. Este analisis proporcion¢ los valores presentados en la figura 38C. Como se anticipo,
los PEG de 40 kDa de ambos proveedores mostraron una equivalencia farmacocinética en los ratones.

Ejemplo 5D: Estudio de captacidn tisular de los inhibidores de C5 ARC657, ARC658 y ARC187 en el ratén
después de la administracion de un bolo intravenoso

[00249] Los ratones CD-1 hembra se obtuvieron en Charles River Labs (Wilmington, MA). La formulacion de
ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658 (SEQ ID NO: 62) y ARC187 (SEQ ID NO: 5) para la inyeccion fue en una
solucién salina a 5 mg/ml. Las formulaciones de dosificacion se esterilizaron por filtracion (0,2 um) en viales de
dosificacion esterilizados previamente en condiciones asépticas, y a los animales se les dio un bolo intravenoso a
través de la vena de la cola a una dosis de 25 mg/kg. El estudio consistia en grupos de 3 animales para cada uno de
los cuatro puntos de medicion, t = pre-dosis, 3, 6, 12 h. Después de la extraccion de la sangre, la vasculatura de
cada animal se enjuagé de manera extensa (V~30 ml) con una solucién salina para eliminar cualquier reto de sangre
dejado en la vasculatura. Los tejidos (corazon, higado, rifidn) se recolectaron, se pesaron, después se
homogeneizaron al 50% p/v en una solucién salina convencional, y se almacenaron a -80 °C hasta el momento del
andlisis.

[00250] El analisis del tejido para ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658 (SEQ ID NO: 62) y ARC187 (SEQ ID NO: 5)
se realizé usando un ensayo del tipo ELISA basado en hibridacién. En este ensayo, una sonda de captura biotinilada
se inmovilizé previamente en los pocillos de una microplaca de 96 pocillos a una concentracion de solucién de unién
de 125 nM durante 3 h. Los pocillos de la placa se lavaron 5 veces con PBS 1 x. Después, las placas se bloquearon
con 150 ul/pocillo de SuperBlock 1 x en TBS (Pierce Chemical, Rockford, IL). Las placas se lavaron de nuevo, se
cubrieron y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. En tubos separados, la muestra o las muestras se atemperaron en
un tampon que contenia una sonda de deteccion de la muestra marcada con FAM (5'-Fluoresceina) a 200 nM a 90
°C durante 10 minutos, después se inactivaron sobre hielo. Los estandares de concentracion y las muestras de
control de plasmal/tejido también se atemperaron previamente con soluciones de la sonda de deteccion de la
muestra, y después se pipetearon en los pocillos de la placa de ensayo que contenian la sonda de captura de biotina
inmovilizada, y se atemperaron a 45 °C durante 2,5 h. Después, las placas se lavaron de nuevo y se llenaron con
100 pl/pocillo de una solucién que contiene PBS 1 x que contenia 1 ug/ml del anticuerpo monoclonal antifluoresceina
conjugado con peroxidasa de rabano rusticano (MAb-HRP anti-FITC, Molecular Probes, Eugene, OR) en PBS 1 x, y
se incubaron durante aproximadamente 1 h. Las placas se lavaron de nuevo como anteriormente. Después, los
pocillos de la placa de ensayo se llenaron con 100 pl de una solucién que contenia un sustrato HRP fluorogénico
(QuantaBlu, Pierce Chemical, Rockford, IL), y se incubaron durante 20-30 minutos protegidos de la luz. Después de
45 minutos de incubacion, se afiadieron 100 pl/pocillo de una solucion de parada para inactivar la reacciéon que
produce el precipitado fluorescente. Las placas se leyeron inmediatamente en un lector de microplacas con
fluorescencia (SpectraMax Gemini XS, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) con la excitacion de la fluorescencia a
325 nm y una emisidn detectada a 420 nm. Cada pocillo se ley6 10 veces. Los tres aptameros fueron detectables en
el tejido cardiaco a los tres puntos de medicion (figura 39).

Ejemplo 5E: Farmacocinética y farmacodinamica de los inhibidores de C5 ARC657, ARC658 y ARC187 en el
mono cynomolgus después de la administracion intravenosa-estudio 1

[00251] La formulacion de ARC657 (SEQ ID NO: 61), ARC658 (SEQ ID NO: 62) y ARC187 (SEQ ID NO: 5) para la
inyeccion fue en una solucion salina convencional a 10 mg/ml, y las formulaciones de dosificacion se esterilizaron
por filtracion (0,2 um) en viales de dosificacion preesterilizados en condiciones asépticas. La ruta de administracion
usada para el estudio en el macaco fue un bolo intravenoso a través de un catéter en la vena femoral implantado
quirdrgicamente a una dosis de 30 mg/kg (aproximadamente un exceso molar de 50 veces). El disefio del estudio se
expone en la figura 40. Las muestras de sangre se obtuvieron de los catéteres de la vena femoral, se transfirieron
directamente a tubos recubiertos con citrato sddico, se mezclaron por inversion y se colocaron sobre hielo hasta que
se centrifugaron para separar el plasma (3000 rpm durante 5 minutos). Entonces, el plasma se dividio en alicuotas
de 250 pl que se almacenaron a -80 °C, y una alicuota de cada muestra se evalué para obtener la concentracion del
aptamero utilizando el ensayo Oligreen™ basado en fluorescencia que se ha descrito previamente en la seccion de
PK de rata anterior.

[00252] Los datos de la concentracion primaria en plasma frente a los datos del tiempo, se presentan en forma de
tabla en la figura 41. Como se anticipd, el aptamero de PEG de 40 kDa ARC187 (SEQ ID NO: 5) persistié en el
plasma durante el periodo mas largo de tiempo, mientras que el aptamero de PEG de 20 kDa ARC657 (SEQ ID NO:
61) persistié durante la cantidad de tiempo mas corta. La inspeccion de los datos mostrados en la figura 41 sugieren
que los datos se ajustarian mejor mediante un modelo de dos compartimientos. Asi, los calculos de los parametros
farmacocinéticos indicados en la figura 42, se obtuvieron a partir de un modelo de dos compartimientos, usando el
programa de modelado farmacocinético estandar en la industria WinNonLin™ v. 4.0 (Pharsight Corp., Mountain
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View, CA).

[00253] Como se muestra en la figura 42, todos los aptameros tuvieron un valor de Cmsx similar, entre 23 y 30 uM,
indicando que la dosis del aptamero (30 mg/kg), fue suficiente para lograr un exceso molar de 50 veces el aptamero
en plasma frente a la concentracion de C5 (exceso molar de 50 veces, aproximadamente 25 uM). Aunque difieren en
un peso molecular de 10.000, ARC657 (20 kDa PEG) (SEQ ID NO: 61) y ARC658 (30 kDa PEG) (SEQ ID NO: 62)
tuvieron valores de exposicion (ABC), ti2(a) y t12(B) similares. Por el contrario, ARC187 (SEQ ID NO: 5) tuvo valores
de exposicion (ABC) significativamente mas altos, una ti2(a) prolongada y una ti2(B) ligeramente mas larga que las
otras moléculas.

[00254] Las alicuotas adicionales de las muestras de plasma recolectadas durante el estudio de la farmacocinética
se analizaron posteriormente in vitro para determinar la eficacia del bloqueo de C5 de primate. El ensayo de
activacion con zymosan se realizd como se ha descrito anteriormente para determinar la cantidad de C5b-9 y C5a de
primate generada, respectivamente. Los datos se representaron en graficas en varios formatos diferentes,
incluyendo la concentracion de C5b-9 frente al tiempo de la muestra (figura 43a), la concentracion de C5b-9 frente a
la concentracion de aptamero (figura 43b), la concentracion de C5a frente al tiempo de la muestra (figura 43c), y la
concentracion de C5a frente a la concentracion de aptamero (figura 43d).

[00255] El aptamero de PEG de 40 kDa ARC187 (SEQ ID NO: 5), inhibi6 la escision de C5 de primate
(concentracion de C5b-9 y C5a) durante el periodo de tiempo mas largo (figuras 43a y 43c). Cuando los datos de
C5b-9 y C5a se representaron en graficas frente a la concentracion del aptamero, indicaron que la concentracion de
aptamero que bloquea C5 tuvo que exceder un exceso molar de 30 veces, sin importar el tamafio de las moléculas
de PEG, con el fin de que la escision de C5 se inhiba completamente (figuras 43b y 43d).

[00256] En resumen, los datos del estudio de PK/PD con mono cynomolgus, demostraron que (a) como se anticipo,
fue necesario al menos un exceso molar de 30 veces de aptamero (aproximadamente una concentracion de
aptamero en plasma de 15 puM) para inhibir la escision de C5 in vivo en el mono cynomolgus, sin importar el tamafo
del grupo PEG, (b) los aptameros de bloqueo de C5 no provocaron una toxicidad observada en estas especies, y (c)
cuando los animales se dosificaron a niveles relativamente altos (exceso molar de 50 veces), los niveles de
aptamero en plasma estuvieron dentro del intervalo del ensayo apropiado durante el periodo de muestreo para
permitir el calculo de los parametros farmacocinéticos.

Ejemplo 5F: Farmacocinética y farmacodinamica de los inhibidores de C5 ARC658 y ARC187 en el mono
cynomolgus después de la administracion intravenosa-estudio 2

[00257] El estudio 2 fue similar en disefio al estudio 1 que se ha descrito anteriormente, con las siguientes
excepciones, a) Unicamente se evaluaron dos compuestos (ARC658 (SEQ ID NO: 62) y ARC187 (SEQ ID NO: 5); b)
el nimero de animales aumenté a cuatro por grupo; y c) la muestra de plasma de 1 minuto se suprimié y se
reemplazé por una muestra de 144 horas para asegurar que el calculo de la semivida terminar se basé en mas
puntos de datos. La formulacioén y dosificacion de estos dos aptameros, las técnicas de toma de muestra de sangre y
el aislamiento del plasma fueron idénticas al procedimiento que se ha descrito anteriormente en el estudio 1. El
disefio para el estudio 2 se resume en la figura 44.

[00258] Después de la terminacion del estudio 2, las alicuotas en plasma se analizaron como se ha descrito en el
estudio 1, para determinar a) la concentracion del aptamero en plasma a diversos puntos de medicion después de la
administracion intravenosa, y b) la eficacia del bloqueo de C5.

[00259] La concentracion del aptamero en plasma se representdé en forma de grafico como una funcion del tiempo
(figura 45) y los datos primarios para ARC658 (SEQ ID NO: 62) y ARC187 (SEQ ID NO: 5), se presentan en forma
de tabla en las figuras 39 y 40, respectivamente. El aptamero de PEG de 40 kDa ARC187 (SEQ ID NO: 5) persistid
en el plasma durante el periodo de tiempo mas largo. La inspeccioén de la figura 45 indicd que los datos se ajustarian
mejor mediante un modelo de dos compartimientos. Asi, los calculos de los parametros farmacocinéticos indicados
en la figura 46 se obtuvieron a partir de un modelo de dos compartimientos, usando WinNonLin™ v. 4.0 (Pharsight
Corp., Mountain View, CA).

[00260] Comparando los parametros farmacocinéticos generados durante el estudio 1 y el estudio 2 de PK/PD
anteriores, los datos para ARC658 (SEQ ID NO: 62) y ARC187 (SEQ ID NO: 5), fueron similares con excepcion de la
medicion de tiz () para ARC187. Sin desear quedar ligando a teoria alguna, la discrepancia en las mediciones de
tiz (o) (@) para ARC187 entre los dos estudios, se debe probablemente al pequefio tamafio de la muestra en el
estudio piloto.

[00261] Como se demuestra en la figura 46, los valores de Cmax fueron similares para ARC658 (SEQ ID NO: 62) y
ARC187 (SEQ ID NO: 5). Por el contrario, la exposicion al farmaco (ABC) fue significativamente mayor en animales
tratados con ARC187 (SEQ ID NO: 5). Ademas, ARC187 tuvo valores prolongados de ti2 (o) y ti2 (B) en
comparacién con ARC658 (SEQ ID NO: 62). Estos datos, junto con los datos generados durante el estudio 1 de
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PK/PD, indican que los aptameros que bloquean C5 ARC187, pueden proporcionar el bloqueo de C5 mas eficaz in
vivo para una dosis dada.

[00262] Las alicuotas adicionales de las muestras de plasma recolectadas durante el estudio de la farmacocinética
se analizaron posteriormente in vitro para determinar la eficacia del bloqueo de C5 de primate. Como anteriormente,
el ensayo de activacion con zymosan se realizé para determinar la cantidad generada de C5b-9 y C5a de primate,
respectivamente. Los datos se mostraron en forma de grafico como la concentracion de C5b-9 frente a la
concentracion del aptamero (figura 47) y la concentracion de C5a frente a la concentracion del aptamero (figura 48).
Como se ha demostrado previamente durante el estudio 1 de PK/PD, la concentracién del aptamero que bloquea C5
debe exceder un exceso molar de 30 veces (concentracion de aptamero a C5 en plasma), o aproximadamente 15
pM, sin importar el tamafio de la molécula de PEG, con el fin de que la escisiéon de C5 de primate se inhiba
completamente (figuras 41 y 42).

[00263] Inspeccionando los datos en las tablas de las figuras 39 y 40, es evidente que después de un bolo IV de 30
mg/kg, ARC658 (SEQ ID NO: 62) permanece por encima de 15 uM durante aproximadamente 4 horas, mientras que
ARC187 permanece encima de 15 uM durante aproximadamente 8 horas. Asi, dada una dosis similar de farmaco, el
aptamero de 40 K ARC187, proporciona una eficacia clinica aproximadamente dos veces el tiempo que el aptamero
de 30 K ARC658 (SEQ ID NO: 62).

[00264] En resumen, los macacos cynomolgus deben tratarse con al menos un exceso molar de 30 veces de
aptamero frente a C5 en plasma, con el fin de bloquear la conversién de C5 in vivo. Estos datos son consistentes
con los estudios previos in vitro (hemdlisis) y ex vivo (corazén de ratén perfundido aislado), que sugieren que los
aptameros de unién a C5 tienen una afinidad menor para C5 de primate frente a C5 humano. Se ha mostrado que
los aptameros de bloqueo de C5 pueden suministrarse de manera segura como un bolo intravenoso a una dosis de
30 mg/kg, que equivale a aproximadamente un exceso molar de 50 veces de aptamero frente concentracion de C5.

Ejemplo 5G: Farmacocinética y farmacodinamica del inhibidor de C5 ARC187 en el mono _cynomolgus
después de la administracion e infusién IV de un bolo

[00265] Los perfiles farmacocinético (PK) y farmacodinamico (PD) de ARC187 (SEQ ID NO: 5), se evaluaron
también en macacos cynomolgus después de un bolo de carga intravenosa, seguido inmediatamente del inicio de
una infusion intravenosa. Este disefio del estudio se muestra en la figura 49.

[00266] La dosis del bolo de carga y la velocidad de la infusién necesarias para lograr la concentracion en plasma
en estado estacionario diana de 1 uM se calcularon usando los parametros farmacocinéticos obtenidos a partir del
estudio con solo el bolo IV enumerado en la figura 50.

[00267] A un total de tres macacos cynomolgus se les administré un bolo IV de ARC187 a 1 mg/kg, seguido
inmediatamente del inicio de una infusion IV a una velocidad de 0,0013 mg/kg/min durante un periodo de 48 horas.
Las muestras de sangre completa se recolectaron de 0 a 192 h después del tratamiento, se almacenaron sobre hielo
himedo, se procesaron para el plasma, y a continuaciéon se almacenaron congeladas a -80 °C. La concentracion de
ARC187 en las muestras de plasma se determind usando tanto un ensayo de tincion de acidos nucleicos
fluorescente (descrito en el Ejemplo 5B), como un ensayo de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
validado con GLP. El procedimiento de ensayo de HPLC para la determinaciéon de ARC187 en el plasma de los
monos se validé por ClinTrials Bio-Research (Montreal, Canada). El estudio de validacion cumplié con las normas
(21 CFR §58) de Buena Practica de Laboratorio (Good Laboratory Practice, GLP) de la United States Food and Drug
Administration (FDA). El procedimiento de ensayo por HPLC se validé con respecto a: selectividad, linealidad, limite
inferior de cuantificacion (LLOQ), remanente, precision y exactitud intraensayo, precision y exactitud interensayo,
estabilidad de la solucion madre, estabilidad del medio de inyeccién, estabilidad de la matriz a corto plazo,
estabilidad a la congelacion-descongelacion, estabilidad de la matriz a largo plazo e integridad de la dilucion. El
intervalo de la concentracion dinamica lineal util del ensayo se determiné que fue de 0,080 a 50,0 uM.

[00268] El perfil PK medido de ARC187 en estas condiciones se adapté bien al perfil calculado generado usando
solo los parametros PK del bolo IV (véase la figura 51). La concentracion en plasma diana de 1 uM se establecio en
<5 min postdosis y se mantuvo durante toda la infusiéon. Después del cese de la infusion, el aptamero mostré una
semivida de eliminacién terminal, t12 (B) de ~40-60 horas.

[00269] La actividad farmacodinamica de ARC187 (SEQ ID NO: 5) en el mono cynomolgus se evalu6 ex vivo
usando las muestras de plasma recogidas durante el estudio de PK en el ensayo de activacion con zymosan que se
ha descrito previamente, con la modificacion de que el plasma de la muestra de mono cynomolgus se diluyé 10
veces en plasma humano al 10%, y a continuacion se traté con 5 mg/ml de zymosan. La activacion de C5, como se
refleja por la aparicion del producto de escision de C5a, se midié mediante ELISA especifico para C5a humana (kit
ELISA para C5a, BD Biosciences, San Diego, CA). Después, la concentracion de ARC187 activo en cada muestra
se cuantific6 mediante comparacién con una curva estandar derivada de los ensayos de zymosan, usando las
muestras preparadas con niveles de ARC187 conocidos (véase la figura 52). Este estudio indica que ARC187

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 808 955 T3

mantiene su actividad anticomplemento a través de la duracion de, y después de la infusién, a niveles
sustancialmente consistentes con el perfil farmacocinético que se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 5H: Prediccion del Requisito de Dosificacion Humana

[00270] Los requisitos de dosificacion humana para la prevencion, mejora o tratamiento de las complicaciones
relacionadas con la cirugia CABG, se basan en las siguientes suposiciones: en primer lugar, a los pacientes de
CABG se les administrara una dosis de un solo bolo intravenoso del aptamero anti-C5 antes del inicio de la cirugia,
seguido de la infusidn continua para establecer y mantener una concentracion en plasma en estado estacionario de
1,5 uM durante 24-48 horas tras las cirugia CABG. Los estimados de la dosis del bolo y la velocidad de infusién se
basan en los calculos usando los parametros farmacocinéticos derivados de los estudios de bolo IV Unicamente y
bolo mas infusion que se han descritos previamente en macacos cynomolgus. La dosis del bolo estimada de
ARC187 es de 1 mg/kg, y la velocidad de infusién asociada es de 0,0013 mg/kg/minuto. Para este régimen de bolo
mas 48 horas de infusion, el requisito del farmaco total anticipado es de 0,4 g para ARC187, donde la masa se
refiere al peso del oligonucledtido unicamente (véase la columna 7 en la tabla de la figura 53). La columna 2 de la
tabla mostrada en la figura 53, se refiere al peso del grupo PEG conjugado con la parte oligonucleotidica de
ARC187, la columna tres se refiere al peso molecular de la parte oligonucleotidica de ARC187 (y sera la misma para
todos los aptameros en el presente documento que comprenden ARC186 (SEQ ID NO: 4) como su secuencia
oligonucleotidica), la columna 4 se refiere al peso molecular del PEG de 40 kDA conjugado ARC186 (SEQ ID NO: 4),
a través de una quimica reactiva de amina como se ha descrito en el Ejemplo 3C anterior, la columna 5 se refiere a
la semivida fase o de ARC187 en un modelo de dos compartimientos, y la columna seis se refiere a la semivida fase
B de ARC187 en un modelo de dos compartimientos.

EJEMPLO 6
Aptameros Anti-C5 e Interaccion Heparina/Protamina

[00271] Una aplicacion anticipada del aptamero anti-C5 es como una medida profilactica para la prevenciéon o
mitigacion de los efectos secundarios inflamatorios asociados con la cirugia de revascularizacion coronaria (CABG).
Tipicamente, se administran altas concentraciones del anticoagulante heparina (3-5 unidades/ml o 1-2 uM) durante
la CABG para evitar la trombosis y mantener la permeabilidad en los componentes de la bomba de derivacion; la
inversion del efecto de la heparina después del procedimiento, y la restauracion de la hemostasis normal, se logra
mediante la administracion de concentraciones similarmente altas de protamina (~5 pM). Dados los peligros
potenciales para los pacientes de cualquier interferencia en la eficacia de cualquiera de estos farmacos, fue
necesario demostrar que los aptameros anti-C5, (1) no alteran las actividades de ningun farmaco, y (2) no muestran
efectos inherentes en la hemostasis que puedan complicar el tratamiento anticoagulacion del paciente.

[00272] La heparina es un polisacarido sulfatado con una carga negativa neta y una masa molecular media de
aproximadamente 15 kDa que ejerce un efecto inhibidor en varias proteasas en la cascada de coagulacion,
fomentando las interacciones con antitrombina. La protamina, un polipéptido altamente cargado de manera positiva,
es capaz de bloquear la actividad de la heparina a través de una interaccién caracterizada de manera deficiente, que
es tiene una naturaleza al menos parcialmente electrostatica. El nucleo funcional de ARC187 (SEQ ID NO: 5), como
la heparina, es altamente anidénico. Asi, es concebible que ARC187 pueda unirse de manera no especifica a los
sitios de union de la heparina o protamina, e interferir con las actividades de estas moléculas. Los siguientes
estudios investigaron las propiedades anticoagulantes inherentes (es decir, similares a la heparina) de ARC187, los
efectos de ARC187 en la funcién de la heparina, los efectos de ARC187 en la neutralizaciéon de la heparina por la
protamina, y los efectos de la protamina en las propiedades que inhiben el complemento de ARC187.

Ejemplo 6A: Efectos in vitro de ARC187 en la coagulacion

[00273] Los efectos inherentes de ARC187 (SEQ ID NO: 5) en la coagulabilidad del plasma se investigaron usando
pruebas clinicas convencionales de los brazos extrinsecos e intrinsecos de la cascada de coagulacion, el tiempo de
la protrombina (PT) y el tiempo de la tromboplastina parcial activado (aPTT), respectivamente. Como se muestra en
la figura 54, la titulacion del plasma humano citrado con concentraciones muy en exceso de las dosis proyectadas
(hasta 20 uM) no dio como resultado ninglin cambio en el PT, sino Unicamente una ligera elevacion en aPTT.

[00274] Para evaluar los efectos in vitro de ARC187 en las funciones de la heparina y la protamina, se extrajo la
sangre de 3 individuos en 4-5 unidades/ml de heparina, dosis asociadas con niveles de heparina utilizados en la
cirugia CABG. La coagulabilidad de estas muestras se evalué usando el tiempo del coagulo activado (ACT), una
prueba de coagulacién de sangre completa usada de manera rutinaria para controlar la actividad de la heparina
durante la cirugia. A estas concentraciones de heparina, en ausencia de otros aditivos, el ACT se prolongé de
manera significativa de un valor de la linea basal de ~150 segundos a ~500 segundos en presencia de 4 U/ml de
heparina, o -800 segundos en presencia de 5 U/ml de heparina. La adicién de ARC187 10 uM a estas muestras tuvo
poco efecto en el tiempo del coagulo, demostrando que ARC187 no interfiere con la actividad anticoagulante de la
heparina.
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[00275] El efecto anticoagulante de la heparina se neutralizé facilmente mediante titulacion con protamina hasta 6-8
pM (4 U/ml de heparina) o 12 uM (5 U/ml de heparina). Los valores de ACT en presencia de heparina y las
concentraciones neutralizantes de protamina, fueron basicamente indistinguibles de la linea basal. Puesto que el
nucleo del acido nucleico de ARC187 (12 kDa) tiene un peso molecular mayor que la protamina (5 kDa), se podria
esperar que las concentraciones equimolares de ARC187 afiadidas a la protamina fueran suficientes para invertir
completamente la actividad neutralizante de la protamina. Sin embargo, la incubacién previa de la protamina con
aproximadamente concentraciones equivalentes de ARC187, tuvo poco efecto en el ACT. Las muestras de sangre
que contenian concentraciones neutralizantes de protamina, mostraron valores de ACT similares en presencia o
ausencia de ARC187 10 uM, indicando que ARC187 tiene solo un ligero efecto, si lo hubiera, en la actividad
procoagulante de la protamina. Estos resultados se resumen en la figura 55.

Ejemplo 6B: Efecto in vivo de ARC187 en la coagulacion

[00276] Las interacciones entre la funcidon de la heparina y la protamina durante la administracion concurrente del
aptamero anti-C5 ARC187 (SEQ ID NO: 5), a dosis clinicas de heparina y dosis clinicas/subclinicas/superclinicas de
protamina, se investigaron para determinar si la presencia de concentraciones subclinicas/superclinicas en plasma
de ARC187 interferira con la inversion de la anticoagulacion de la heparina por la protamina. Los resultados del
estudio se resumen en la figura 56. En resumen, los valores de ACT de la linea basal no se afectaron por 10 uM (es
decir, un exceso molar de 10 veces de la dosis clinica) de ARC187 en todas las dosis de heparina probadas. De
manera similar, el grado de anticoagulacion por la heparina no se afectdé por ARC187 10 uM. En ausencia de
ARC187, la dosis eficaz minima de protamina fue ~30% (dosis clinica = 100%). Ademas, la inversion de la
anticoagulacion de heparina por protamina al 30% no se afect6 por un exceso molar de 10 veces la dosis clinica (es
decir, 10 uM) de ARC187. Asi, el uso de ARC187 para la inhibicién del complemento en un entorno clinico (por
ejemplo, CABG), no debe afectarse por el uso concurrente de heparina y protamina a dosis tipicas.

Ejemplo 6C: Efecto de la heparina y la protamina en la funcién anticomplemento de ARC187

[00277] Los efectos de la heparina y la protamina en la actividad anticomplemento de ARC187 (SEQ ID NO: 5), se
examinaron en muestras de sangre completa citrada activadas con zymosan, como se ha descrito en el Ejemplo 1.
Justo antes de la activacion con zymosan, ARC187 se titul6 en las muestras de sangre citrada tratadas en cuatro
condiciones: 1) sin tratamiento (sin heparina o protamina); 2) 4 U/ml de heparina; 3) 6 uM de protamina; 4) 4 U/ml de
heparina + 6 uM de protamina. Después de la activacion con zymosan, la activacion de C5 se cuantificé mediante
medicion con ELISA de sC5b-9 en plasma (kit ELISA para C5b-9, Quidel, San Diego, CA). Para cada condicion, los
resultados, expresados como el porcentaje de inhibicion de la activacion de C5 frente a la concentracion de
ARC187, fueron indistinguibles dentro del error (véase la figura 57). En todos los casos, la inhibiciéon completa se
logré con ARC187 1-2 uM. Asi, la heparina y la protamina, de manera separada o combinadas a concentraciones
relevantes para su uso en la cirugia CABG, no parecen tener efecto en la actividad anticomplemento de ARC187.

[00278] Habiéndose descrito ahora la invencion a modo de descripcion y ejemplo, los expertos en la técnica
reconoceran que la invencion pueden ponerse en practica en una diversidad de realizaciones, y que la descripcion y
los ejemplos anteriores son con fines de ilustracion y no de limitacion de las siguientes reivindicaciones.

LISTA DE SECUENCIAS

[00279]

<110> Archemix Corp., y col.

<120> Agentes Terapéuticos a base de Aptamero Utiles en el Tratamiento de Trastornos Relacionados con
Complemento

<130> 23239-576-061

<140> PCT/US2005/004606
<141> 14/02/2005

<150> 60/608.048
<151> 07/09/2004

<150> 60/581.685
<151> 21/06/2004

<150> 60/547.747
<151> 25/02/2004
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<150> 60/544.542
<151> 12/02/2004

<160> 102
<170> PatentIn versién 3.3

<210>1
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
<223> citosina en las posiciones 3, 4, 6 y 37 son 2'-flior

<220>
<221> misc_feature
<223> uridina en las posiciones 9, 30 y 31 son 2'-flior

<220>

<221> misc_feature

<222>

<223> n en la posicion 1 es 2'-fltor citidina o 2'-O-metil citidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> n en la posicion 2 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> n en la posicion 7 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> n en la posicion 8 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> misc feature

<222> (10)..(10)

<223> n en la posicion 10 es 2'-fldor citosina o desoxi citidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(11)

<223> n en la posicion 11 es 2'-fltor uridina o desoxi timidina

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(12)

<223> n en la posicion 12 es 2'-fltor citosina o desoxi citidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> n en la posicion 13 es 2'-OH adenosina o 2'-O-metil adenosina

<220>
<221> misc_feature
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<222> (14)..(14)
<223> n en la posicion 14 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(15)

<223> n en la posicion 15 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(16)

<223> n en la posicion 16 es 2'-fldor citosina o desoxi citidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> n en la posicion 18 es 2'-fltor citosina o 2'-O-metil citosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(19)

<223> n en la posicion 19 es 2'-fldor uridina o 2'-O-metil uridina

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> n en la posicion 20 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> n en la posicion 21 es 2'-OH adenosina o 2'-O-metil adenosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223> n en la posicion 22 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(23)

<223> n en la posicion 23 es 2'-fltor uridina o desoxi timidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(24)

<223> n en la posicion 24 es 2'-fldor citosina o desoxi citidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(25)

<223> n en la posicion 25 es 2'-fltor uridina o desoxi timidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (26)..(26)

<223> n en la posicion 26 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>

<221> misc_feature

<222> (27)..(27)

<223> n en la posicion 27 es 2'-OH adenosina o 2'-O-metil adenosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(28)
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<223> n en la posicion 28 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>
<221> misc_feature
<222> (29)..(29)

<223> n en la posicion 29 es 2'-fltor uridina o desoxi timidina

<220>
<221> misc_feature
<222> (32)..(32)

<223> n en la posicion 32 es 2'-OH adenosina o 2'-O-metil adenosina

<220>
<221> misc_feature
<222> (33)..(33)

<223> n en la posicion 33 es 2'-fldor citosina o desoxi citidina

<220>
<221> misc_feature
<222> (34)..(34) .

<223> n en la posicion 34 es 2'-fldor citosina o desoxi citidina

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

<223> n en la posicion 35 es 2'-fltor uridina o desoxi timidina

<220>
<221> misc_feature
<222> (36)..(36)

<223> n en la posicion 36 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<220>
<221> misc_feature
<222> (38)..(38)

<223> n en la posicion 38 es 2'-OH guanosina o 2'-O-metil guanosina

<400> 1
nnccgcnnun nnnnnngnnn nnnnnnnnnu unnnnncn

<210> 2

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi, y en

las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH
<400> 2
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg

<210>3

38
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<211> 42
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<400> 3
gacgaugcgg ucucaugcgu cgagugugag uuuaccuucg uc

<210> 4
<211> 39
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(39)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(39)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
<222> (39)..(39)

<223> timidina en la posicion 39 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 4
cgcecgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegn

<210>5

<211> 41

<212> ARN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n en la posicion 1 es un PEG ramificado (1,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-2-(4'-butamida)) de 40 kDa

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(41)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(41)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

39
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posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> n en la posicién 2 es una amina

<220>
<221> misc_feature
<222> (41)..(41)

<223> n en la posicion 41 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 5
nncgccgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg n

<210>6
<211> 44
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(44)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<400> 6

39

aggacgaugc ggucucaugc gucgagugug aguuuaccuu cguc 44

<210>7
<211> 40
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flGor

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 2, 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH, y en

las posiciones 1y 34, en las que adenosina es 2'-OH
<400>7

agcgcecgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugceg
<210>8

<211>40

<212> ARN

<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

40
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<221> misc_feature
<222> (1)..(40)
<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<400> 8
ggcgecgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg 40

<210>9

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 24, 33 y 34, en las que citidina es
desoxi, y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(39)

<223> n en la posicion 39 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400>9
cgcegegguc tcaggecgeug agtctgaguu uaccugegn 39

<210> 10
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2-O-metilo, excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior, excepto en las posiciones 10, 12, 16, 24, 33 y 34, en las que citidina es
desoxi; en las posiciones 1, 3 y 37, en las que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son
desoxi timidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(39)

<223> n en la posicion 39 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')
<400> 10

cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugegn 39
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<210> 11
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo, excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 1, 3, 10, 12, 16, 24 y 37, en las que citidina es
desoxi; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 11
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 12
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 1, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi, y
en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 12
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 13
<211> 38

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(38)
<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 3, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 13
cgcecgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 14
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fltior; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 24 y 37, en las que citidina es desoxi;
y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 14
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 15
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fltior; excepto en las posiciones 10, 12, 16, y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 3, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 15

cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38
<210> 16

<211> 38

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(38)
<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 37, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 16
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 17
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 1, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 17
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 18
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
las posiciones 1, 3y 37, en las que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 18
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38
<210>19
<211> 38

<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 4, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 19
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 20
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 6, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y
en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 20
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 21
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 4, 6, 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi;
y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 21
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cgcecgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 22
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fltior; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 18 y 24, en las que citidina es desoxi;
y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 22
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 23
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 19, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 23
cgcegegguc tcaggegcetg agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 24
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(38)
<223> todas las pirimidinas son 2'-fltior; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 18 y 24, en las que citidina es desoxi;
y en las posiciones 11, 19, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 24
cgcegegguc tcaggegcetg agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 25
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 23, 25 y 29, que son desoxi timidina

<400> 25
cgcegegguc tcaggegeug agtctgagtu uaccugeg 38

<210> 26
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 23, 25 y 30, que son desoxi timidina

<400> 26

cgcegegguc tcaggegeug agtctgagut uaccugeg 38
<210> 27

<211> 38

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(38)
<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 23, 25 y 31, que son desoxi timidina

<400> 27
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu taccugeg 38

<210> 28
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 23, 25, 29, 30 y 31, que son desoxi timidina

<400> 28
cgcecgegguc tcaggegeug agtctgagtt taccugeg 38

<210> 29
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 23, 25 y 35, que son desoxi timidina

<400> 29
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uacctgeg 38
<210> 30
<211> 38

<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16, 24, 33 y 34, en las que citidina es
desoxi; en la posicion 9, en la que uridina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 30
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 31
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 4, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 31
cgcecgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 32
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 6, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 32
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cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 33
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
las posiciones 4 y 6, en las que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 33
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 34
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
la posicion 18, en la que citosina es 2'-O-metilo

<400> 34
cgcecgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugeg 38

<210> 35
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(38)
<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
la posicion 19, en la que uridina es 2'-O-metilo

<400> 35
cgcecgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugeg 38

<210> 36
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicién 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 18, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en la posicion 19, en la que uridina es 2'-O-metilo

<400> 36
cgcecgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugeg 38

<210> 37
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 29, en la que uridina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 37

cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38
<210> 38

<211> 38

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(38)
<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 30, en la que uridina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 38
cgcecgegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 39
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 31, en la que uridina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 39
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 40
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
las posiciones 29, 30 y 31, en las que uridina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 40
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38
<210> 41
<211> 38

<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 35, en la que uridina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 41
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 42
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en la posicion 5, en la que guanosina es desoxi; en la posicion 17,
en las que guanosina es 2'-OH; y la posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 42
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 43
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en la posicion 5, en las que guanosina es 2'-OH; en la posicion 17,
en la que guanosina es desoxi; y la posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 43
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cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 44
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicion 32, en la que adenosina es desoxi

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; y en
las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 44
cgcegegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccugeg 38

<210> 45
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 6 y 18, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicion 33, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 11, 13, 17 y 25, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 40, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 12, 24 y 26, que son desoxi timidina

<400> 45
gcgucgeggu ctcaggegeu gagtctgagu uuaccuacge 40

<210> 46
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5 y 17, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicion 32, en la que adenosina es desoxi

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(38)
<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 10, 12, 16 y 24, en las que citidina es desoxi; en
las posiciones 36, 37 y 38 en las que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 11, 23 y 25, que son desoxi timidina

<400> 46
gggcgcegguc tcaggegeug agtctgaguu uaccucce 38

<210> 47
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(40)

<223> todas las purinas son 2-O-metilo; excepto en las posiciones 6 y 18, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicion 33, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 11, 13, 17 y 25, en las que citidina es desoxi; en
la posicion 40, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en las posiciones 12, 24 y 26, que son desoxi timidina

<400> 47
gcgceegeggu ctcaggegeu gagtctgagu uuaccugcge 40

<210> 48
<211> 45
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(44)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 8 y 20, en las que guanosina es 2'-OH; y la
posicion 35 en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(44)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>

<221> misc_feature

<222> (45)..(45)

<223> n en la posicion 45 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 48

ggacgccgeg gucucaggeg cugagucuga guuuaccugce gucun 45
<210> 49

<211> 42

<212> ADN

<213> artificial

<220>
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<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 34, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las citosinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 12, 14, 18, 26, 35 y 36, que son desoxi citidina; y en
las posiciones 20, 41 y 42, en las que citosina es 2'-O-metilo

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las uridinas son 2'-fllior; excepto en la posicion 21, en la que uridina es 2'-O-metilo; y en las posiciones
13, 25, 27, 31 y 37, que son desoxi timidina

<400> 49
ggcgceegegg uctcaggegce ugagtctgag tuuacctgeg cc 42

<210> 50
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 34, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las citosinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 12, 14, 18, 26, 35, 36 y 39, que son desoxi citidina;
y en las posiciones 3, 20, 41y 42, en las que citosina es 2'-O-metilo

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> uridina en la posicion 11 es 2'-fluoro; uridina en la posicién 21 es 2'-O-metilo; en las posiciones 13, 25, 27, 31,
32, 33 y 37 son desoxi timidina

<400> 50
ggcgceegegg uctcaggegce ugagtctgag tttacctgeg cc 42

<210> 51
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las citosinas son 2’-fluoro; excepto en las posiciones 5, 6, 8, 12, 14, 18, 26, 35, 36 y 39 son desoxi
citidina; y en las posiciones 3, 20, 41 y 42, en las que citosina es 2'-O-metilo

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las uridinas son 2’-fluoro; excepto en la posicion 21, en la que uridina es 2'-O-metilo; y en las posiciones
11, 13, 25, 27, 31, 32, 33 y 37, que son desoxi timidina

<400> 51
ggcgceegegg tctcaggegce ugagtctgag tttacctgeg cc 42

<210> 52
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las uridinas son 2’-fluoro; excepto en las posiciones 13, 21, 25 y 27, en las que uridina es 2'-O-metilo; y
en las posiciones 11, 31, 32, 33 y 37 que son desoxi timidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las citosinas son 2’-fluoro; excepto en las posiciones 5, 6, 8, 12, 18, 35, 36 y 39, que son desoxi citidina;
y en las posiciones 3, 14, 20, 26, 41 y 42, en las que la citosina es 2'-O-metilo

<400> 52
ggcgcecgegg tcucaggege ugagucugag tttacctgeg cc 42

<210> 53
<211> 41
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n en la posicion 1 es biotina

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(41)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 3, 8 y 20, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 2, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
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<221> misc_feature
<222> (2)..(41)
<223> todas las pirimidinas son 2'-flioro

<400> 53
nagcgccgeg gucucaggceg cugagucuga guuuaccugc g 41

<210> 54
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 34, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las citosinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 12, 14, 18 y 26, que son desoxi citidina; y en las
posiciones 41y 42, en las que citosina es 2'-O-metilo

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las uridinas son 2'-flior; en las posiciones 13, 25 y 27 son desoxi timidina

<400> 54
ggcgecgegg uctcaggegce ugagtctgag uuuaccugeg cc 42

<210> 55
<211> 42
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 7 y 19, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 34, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las citosinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 12, 14, 18, 26, 41 y 42, en las que citosina es 2'-O-
metilo

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(42)

<223> todas las uridinas son 2'-flior; excepto en las posiciones 13, 25 y 27, en las que uridina es 2-O-metilo
<400> 55

ggcgecgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg cc 42
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<210> 56
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(39)

<223> n en la posicion 39 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 56
cgccgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegn 39

<210> 57
<211> 39
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior; excepto en la posicion 18, en la que citosina es 2'-O-metilo; y en la posicion
19 en la que uridina es 2'-O-metilo

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(39)

<223> n en la posicion 39 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 57

cgcecgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegn 39
<210> 58

<211> 39

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(38)
<223> todas las pirimidinas son 2'-fllor; excepto en la posicién 29, que es desoxi timidina

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH; y en la
posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(39)

<223> n en la posicion 39 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 58
cgcegegguc ucaggegeug agucugagtu uaccugegn 39

<210> 59
<211> 39
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flioro; excepto en la posicién 18, en la que citosina es 2'-O-metilo; y la posicion
19, en la que uridina es 2'-O-metilo

<220>

<221> misc_feature

<222> (39)..(39)

<223> n en la posicion 39 es una T de orientacion invertida 3' (unida a 3'-3')

<400> 59
cgcecgegguc ucaggegeug agucugaguu uaccugegn 39

<210> 60
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(38)

<223> todas las pirimidinas son 2'-fliior; excepto en la posicidon 18, en la que citosina es 2'-O-metilo; en la posicién
19, en la que uridina es 2'-O-metilo; y en la posicion 29, que es desoxi timidina

<220>
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<221> misc_feature
<222> (39)..(39)

<223> n en la posicion 39 es una T de orientacion invertida 3' (unida a 3'-3')

<400> 60
cgcecgegguc ucaggegeug agucugagtu uaccugegn

<210> 61
<211> 41
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n en la posicion 1 es un PEG de 20 kDa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> n en la posicién 2 es una amina

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
<222> (41)..(41)

<223> n en la posicion 41 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 61
nncgccgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg n

<210> 62
<211> 41
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n en la posicion 1 es un PEG de 30 kDa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> n en la posicién 2 es una amina

<220>

39

41
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<221> misc_feature
<222> (3)..(40)
<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
<222> (41)..(41)

<223> n en la posicion 41 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 62
nncgccgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg n

<210> 63
<211> 40
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n en la posicién 1 es una amina

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(39)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(39)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc feature
<222> (40)..(40)

<223> n en la posicion 40 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 63
ncgecgeggu cucaggcgeu gagucugagu uuaccugegn

<210> 64
<211> 41
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n en la posicion 1 es un PEG de 10 kDa

<220>

41

40
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<221> misc_feature
<222> (2)..(2)
<223> n en la posicién 2 es una amina

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
<222> (41)..(41)

<223> n en la posicion 41 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3)

<400> 64
nncgccgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg n

<210> 65
<211> 41
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n en la posicion 1 es un PEG lineal de 40 kDa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> n en la posicién 2 es una amina

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flGor

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
<222> (41)..(41)

<223> n en la posicion 41 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 65

nncgccgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg n

<210> 66
<211> 42

41

41
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<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n en la posicion 1 es un PEG de 20 kDa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> n en la posicién 2 es una amina

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>

<221> misc_feature

<222> (41)..(41)

<223> n en la posicion 41 es una amina

<220>

<221> misc_feature

<222> (42)..(42)

<223> n en la posicion 42 es un PEG de 20 kDa

<400> 66
nncgccgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg nn

<210> 67
<211> 41
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> n en la posicion 1 es un PEG ramificado de 40 kDa (2,3-bis(mPEG-[20 kDa])-propil-1-carbamoilo)

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> n en la posicién 2 es una amina

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

42
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<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(40)

<223> todas las purinas son 2'-O-metilo; excepto en las posiciones 5y 17, en las que guanosina es 2'-OH, y en la

posicion 32, en la que adenosina es 2'-OH

<220>
<221> misc_feature
<222> (41)..(41)

<223> n en la posicion 43 es una T de orientacion invertida (unida a 3'-3')

<400> 67
nncgccgegg ucucaggege ugagucugag uuuaccugeg n - 41

<210> 68
<211> 46
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(46)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<400> 68
ggcgauuacu gggacggacu cgcgauguga gcccagacga cucgcee

<210> 69
<211> 40
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(40)

<223> todas las pirimidinas son 2'-flior

<400> 69
ggcuucugaa gauuauuucg cgaugugaac uccagacccc 40
<210>70
<211>92

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> plantilla sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (40)..(69)
<223>nesa,c,got

<400> 70
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taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctacn nnnnnnnnnn nonnnnnnnn

nnnnnnnnng gtcgatcgat cgatcatcga tg

<210> 71
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 71
taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctac

<210>72
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 72
catcgatgat cgatcgatcg acc 23

<210>73
<211> 22
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> region fija sintética

<400> 73
gggagaggag agaacguucu ac 22

<210> 74
<211> 23
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> region fija sintética

<400> 74
ggucgaucga ucgaucaucg aug 23

<210>75
<211>75
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(75)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

83
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<400> 75

gggagaggag agaacqguucu accuugguuu ggcacaggca uacauacgca ggggucgauc
gaucgaucau cgaug

<210> 76
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(32)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 76
ccuugguuug gcacaggcau acauacgcag gg 32

<210> 77
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(32)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 77
ccuugguuug gcacaggcau acaaacgcag gg 32

<210>78
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(25)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 78

ggguuuggca caggcauaca uaccc 25
<210>79

<211> 25

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

84
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(25)

<223> donde todas las purinas son desoxi y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 79
ggguuuggca caggcauaca aaccc 25

<210> 80
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(32)

<223> donde todas las purinas son desoxi y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 80
ggcggcacag gcauacauac gcaggggucg cc 32

<210> 81
<211> 47
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(47)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 81

cguucuaccu ugguuuggca caggcauaca uacgcagggg ucgaucg 47
<210> 82

<211> 88

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> plantilla sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (40)..(69)
<223>nesa,t,cog

<400> 82
taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctacn nannnnnnnn nnannannnn

nnnnnnnnng ttacgactag catcgatg

<210> 83
<211> 39
<212> ADN
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<213> artificial

<220>
<223> plantilla sintética

<400> 83
cttggtttgg cacaggcata catacgcagg ggtcgatcg

<210> 84
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 84

taatacgact cactataggg agaggagaga acgttctac
<210> 85

<211>19

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 85

catcgatgct agtcgtaac 19
<210> 86

<211> 22

<212> ARN

<213> artificial

<220>
<223> region fija sintética

<400> 86

gggagaggag agaacguucu ac 22
<210> 87

<211>19

<212> ARN

<213> artificial

<220>
<223> region fija sintética

<400> 87

guuacgacua gcaucgaug 19
<210> 88

<211> 80

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

39

86
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<221> misc_feature
<222> (1)..(80)
<223> donde todas las purinas son desoxi y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 88

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uacauacgca ggggucgauc

gguuacgacu agcaucgaug

<210> 89
<211> 80
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(80)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 89

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uacauacgca ggugucgauc
uguuacgacu agcaucgaug

<210> 90
<211> 80
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(80)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 90

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uaaauacgca gggcucgauc
gguuacgacu agcaucgaug

<210> 91
<211> 80
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(80)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 91

87

60

80

60
80

80



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 808 955 T3

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcccaggca uauvauacgca gggauugauc
cguuacgacu agcaucgaug

<210> 92
<211>78
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(78)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 92
gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcgcaggca uacauacgca ggucgaucgg
uuacgacuag caucgaug

<210> 93

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(80)
<223> donde todas las purinas son desoxi y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 93

gggagaggag agaacquucu accuuguugu ggcacagcca acccuacgca cggaucgccc
gguuacgacu agcaucgaug

<210> 94
<211> 69
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(69)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 94
gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uacauacgca ggucgaucgg
uuacgacua

<210> 95
<211>79
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(79)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 95
gggagaggag agaacguucu accuuagguu cgcacuguca uacauacaca cgggcaaucg

guuacgacua gcaucgaug

<210> 96
<211>75
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(75)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 96
gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcncaggca uanauacgca cgggucgauc

gguuacgacu agcau

<210> 97
<211> 80
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(80)
<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 97

gggagaggag agaacguucu accuuucucu gccacaagca uaccuucgcg ggguucuauu

gguuacgacu agcaucgaug

<210> 98
<211>79
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero sintético
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<221> misc_feature
<222> (1)..(79)

<223> donde todas las purinas son desoxi, y todas las pirimidinas son 2'-O-metilo

<400> 98

gggagaggag agaacguucu accuugguuu ggcacaggca uauauacgca gggucgaucce

guuacgacua gcaucgaug

<210> 99
<211>93
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> plantilla sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(54)
<223>nesa,t,cog

<400> 99

catcgatgct agtcgtaacg atcocnnnnnn nnnnnnnnnn NONODAANDNNNR ONNNcgagaa

ES 2 808 955 T3

cgttctctece tctcecctata gtgagtcgta tta

<210> 100
<211> 92
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> plantilla sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(53)
<223>nesa,t,cog

<400> 100

catgcatcgec gactgactag ccgnnnnnnn nonnninnnnn nnnnnonnnnn nnngtagaac

gttctctect ctcectatag tgagtcgtat ta

<210> 101
<211> 92
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> plantilla sintética

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(53)
<223>nesa,t,cog

<400> 101

90

60

19

60
93

92
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catcgatcga tcgatcgaca gcgnnnnnnn NNANNANNNN ANNANNNNNN nnngtagaac

gttctctcet ctccctatag tgagtcgtat ta

<210> 102
<211> 1676
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> C5 sintética

<400> 102
Met

Trp

Val

Ala

Ser

65

Asn

Lys

His

Val

145

Leu

Ile

Gly

Gly

Gly

Phe

50

Tyr

Ser

Pro

Ser

Thr

130

Tyr

Thr

Asp

Leu

Gln

Ala

35

Asp

Ser

Ala

Val

Lys

115

Asp

Ser

Phe

His

Leu

Glu

20

Ser

Ser

Ile

Ser

100

Arg

Lys

Leu

Ile

Ile
180

Gly

Gln

Glu

Thr

Gly

Leu

85

Tyr

Met

Pro

Asn

Asp

165

Gly

Ile

Thr

Asn

Ile

His

70

Thr

val

Pro

Val

Asp

150

Pro

Ile

Leu

Tyr Val

Ile Val

40

Ser Ile

55

Val

Ile

Tyr

Ile

Tyr

135

Asp

Glu

Ile

His

Gln

Leu

Thr

120

Thr

Leu

Gly

Ser

91

Phe

Ile

25

Ile

Lys

Leu

Pro

Glu

105

Tyr

Pro

Lys

Ser

Phe
185

Leu

10

Ser

Gln

Ser

Ser

Lys

90

Val

Asp

Asp

Pro

Glu

170

Pro

Ile

Ala

Val

Tyr

Ser

T8

Gln

Val

Asn

Gln

Ala

155

Val

Asp

Phe

Pro

Tyr

Pro

60

Glu

Leu

Ser

Gly

Ser

140

Lys

Asp

Phe

Leu

Lys

Gly

45

Asp

Asn

Pro

Lys

Phe

125

Val

Arg

Met

Lys

Gly

Ile

30

Tyr

Lys

Lys

Gly

His

110

Leu

Lys

Glu

Val

Ile
190

Lys

15

Phe

Thr

Lys

Phe

Gly

95

Phe

Phe

Val

Thr

Glu

175

Pro

60

92

Thr

Arg

Glu

Phe

Gln

80

Gln

Ser

Ile

Arg

Val

160

Glu

Ser
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Asn

Phe

Pro

225

Lys

Glu

Asn

Thr

305

Lys

Ser

Lys

Tyr

Gly

385

Thr

Val

Phe

Pro

Ser

210

His

Asn

Lys

Asp

Thxr

290

Ala

Tyr

Glu

Leu

Pro

370

vVal

Ser

Ala

Asn

Arg

195

Thr

Phe

Phe

Val

Leu

275

Met

Val

Leu

Glu

Asn

355

Ile

Pro

Asp

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

Lys

Val

260

Lys

Leu

Lys

Tyr

Ala

340

Leu

Lys

val

Leu

Phe

420

Lys

Gly

Gly

val

asn

245

Thr

Asp

Ile

Glu

Ile

325

Glu

Val

Val

Thr

Asp

405

Val

Thr

ES 2 808 955 T3

Met

Thr

Ser

230

Phe

Glu

Asp

Asn

Leu

310

Ala

Ile

Ala

Gln

Leu

390

Pro

Leu

Asp

Trp

Ala

215

Ile

Glu

Ala

Gln

Gly

295

Ser

Val

Pro

Thr

val

375

Asn

Ser

Asn

Ala

Thr

200

Tyr

Glu

Ile

Asp

Lys

280

Ile

Tyr

Thr

Gly

Pro

360

Lys

Ala

Lys

Leu

Pro

Ile

Phe

Pro

Thr

Val

265

Glu

Ala

Tyr

Val

Ile

345

Leu

Asp

Gln

Ser

Pro

425

Asp

92

Lys

Glu

Glu

Ile

250

Tyr

Met

Gln

Ser

Ile

330

Lys

Phe

Ser

Thr

Val

410

Ser

Leu

Ala

Val

Tyr

235

Lys

Ile

Met

vVal

Leu

315

Glu

Tyr

Leu

Leu

Ile

395

Thr

Gly

Pro

Lys

Lys

220

Asn

Ala

Thr

Gln

Thr

300

Glu

Ser

Val

Lys

Asp

380

Asp

vVal

Glu

Tyr

205

Glu

Phe

Arg

Phe

Thr

285

Phe

Asp

Thr

Leu

Pro

365

Gln

Val

Val

Thr

Glu

Lys

Tyr

Ile

Tyr

Gly

270

Ala

Asp

Leu

Gly

Ser

350

Gly

Leu

Asn

Asp

Val

430

Asn

Glu

val

Gly

Phe

255

Ile

Met

Ser

Asn

Gly

335

Pro

Ile

Val

Gln

Asp

415

Leu

Gln

Asp

Leu

Tyr

240

Tyr

Arg

Gln

Glu

Asn

320

Phe

Tyr

Pro

Gly

Glu

400

Gly

Glu

Ala
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Arg

Leu

465

His

Thr

Gly

Pro

Ile

545

Pro

Ala

Val

Gln

625

Asn

Ala

Leu

Glu

450

Tyr

Leu

His

Thr

val

530

Val

Asn

Asp

Thr

Tyr

610

Phe

Asn

Asn

Arg

435

Gly

Ile

Asn

Tyr

Arg

515

Thr

Thr

Ile

Ala

Gly

595

Gly

Leu

Ala

Ala

Pro
675

Tyr

Asp

Ile

Asn

500

Glu

Gln

Gly

Glu

Asp

580

Met

Val

Glu

Asn

Asp

660

Arg

Arg

Trp

Ile

485

Tyr

Lys

Asn

Glu

Glu

565

Ala

Asp

Gln

Lys

Val

645

Asp

Arg

ES 2 808 955 T3

Ala

Thr

470

Val

Leu

Phe

Met

Gln

550

Lys

Tyr

Ser

Arg

Ser

630

Phe

Ser

Thr

Ile

455

Asp

Thr

Ile

Ser

Val

535

Thr

Cys

Ser

Trp

Gly

615

Asp

His

Gln

Leu

440

Ala

Asn

Pro

Leu

Asp

520

Pro

Ala

Gly

Pro

Val

600

Ala

Leu

Leu

Glu

Gln
680

93

Tyr

His

Lys

Ser

505

Ala

Ser

Glu

Asn

Gly

585

Ala

Lys

Gly

Ala

Asn

665

Lys

Ser

Lys

Ser

490

Lys

Ser

Ser

Leu

Gln

570

Gln

Leu

Lys

Cys

Gly

650

Asp

Lys

Ser

Ala

475

Pro

Gly

Tyr

Arg

Val

555

Leu

Thr

Ala

Pro

Gly

635

Leu

Glu

Ile

Leu

460

Leu

Tyr

Lys

Gln

Leu

540

Ser

Gln

val

Ala

Leu

620

Ala

Thr

Pro

Glu

445

Ser

Leu

Ile

Ile

Ser

525

Leu

Asp

val

Ser

val

605

Glu

Gly

Phe

Cys

Glu
685

Gln

Val

Asp

Ile

510

Ile

Val

Ser

His

Leu

590

Asp

Arg

Gly

Leu

Lys

670

Ile

Ser

Gly

Lys

495

His

Asn

Tyr

Val

Leu

575

Asn

Ser

val

Gly

Thr

655

Glu

Ala

Tyxr

Glu

480

Ile

Phe

Ile

Tyr

Trp

560

Ser

Met

Ala

Phe

Leu

640

Asn

Ile

Ala
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Lys

Val

705

Gly

Gln

His

Phe

Gln

785

Gly

Ala

Val

Arg

Ile

865

Ser

Thr

Ser

Tyr

690

Asn

Pro

Leu

Met

Pro

770

Leu

vVal

Lys

Val

Thr

850

Cys

Lys

Phe

Leu

Lys

Asn

Arg

Arg

Lys

755

Glu

Gln

Gly

Val

Arg

835

Ser

Thr

Cys

Thr

Glu
915

Asp

Cys

Ala

740

Thr

Ser

Phe

Ile

Phe

820

Gly

Gly

Ser

Val

val

900

Thr

Ser

Glu

Ile

725

Asn

Leu

Trp

Ala

Ser

805

Lys

Glu

Met

Glu

Arg

885

Leu

Trp
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Val

Thr

710

Lys

Ile

Leu

Leu

Leu

790

Asn

Asp

Gln

Gln

Ser

870

Gln

Pro

Phe

vVal

695

Cys

Ala

Ser

Pro

Trp

775

Pro

Thre

val

Ile

Phe

855

Pro

Lys

Leu

Gly

Lys

Glu

Phe

His

val

760

Glu

Asp

Gly

Phe

Gln

840

Cys

Val

val

Glu

Lys
920

94

Lys

Gln

Thr

Lys

745

Ser

Val

Ser

Ile

Leu

825

Leu

val

Ile

Glu

Ile

905

Glu

Cys

Arg

Glu

730

Asp

Lys

His

Leu

Cys

810

Glu

Lys

Lys

Asp

Gly

890

Gly

Ile

Cys

Ala

715

Cys

Met

Pro

Leu

Thr

795

Val

Met

Gly

Met

His

875

Ser

Leu

Leu

Tyr

700

Ala

Cys

Gln

Glu

Val

780

Thr

Ala

Asn

Thr

Ser

860

Gln

Ser

Val

Asp

Arg

val

Leu

Ile

765

Pro

Trp

Asp

Ile

Val

845

Ala

Gly

Ser

Asn

Lys
925

Gly

Ile

Val

Gly

750

Arqg

Arg

Glu

Thr

Pro

830

Tyr

Val

Thr

His

Ile

910

Thr

Ala

Ser

Ala

735

Arg

Ser

Arg

Ile

Val

815

Tyr

Asn

Glu

Lys

Leu

895

Asn

Leu

Cys

Leu

720

Ser

Leu

Tyr

Lys

Gln

800

Lys

Ser

Tyr

Gly

Ser

880

Val

Phe

Arg
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Val

Asp

945

Tyr

Leu

Ser

Glu

Tyr

Leu

Leu

Trp

Arg

Ser

Leu

Leu

Val

930

Pro

Arg

Ser

Gln

Pro Glu

Arg Gly

Ile

Val

Pro

Lys
980

Glu Gly

995

Ala Glu Leu

1010

Leu
1025

Ile
1040

Ser
1055

Lys
1070

val
1085

Ile
1100

Asn
1115

Gln
1130

Thr
1145

Glu

Glu

Ile

Gly

Leu

Cys

Gly

Gly

Ala

Thr

Lys

Met

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

Phe

Gly

Ile

Leu

965

Gly
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Val Lys

935

Tyr Gly
950

Asp Leu

Leu Leu

Ile Asn Ile

Arg Glu Ser Tyr Ser Gly Val

940

Thx Leu

Thr Ile Ser Arg Arqg Lys Glu Phe Pro
955

Val Pro Lys Thr Glu Ile Lys

970

960

Arg Ile
975

Val Gly Glu Ile Leu Ser RAla Val Leu
990

985

Leu Thr His Leu Pro Lys
1005

1000

Met Ser Val Val Pro Val
1015

Gly

Gln

Ser

Ser

Gln

Ser

Phe

Leu

Thr

Asn His

Trp Asn Ile

1030

Lys Leu

Lys Lys Lys

1045

Tyr Arg

Asn Ala Asp

1060

Ala Ser

Thr Trp Leu

1075

Val Asn

Lys Tyr Val

1090

Leu Leu

Trp Leu Val

1105

Lys Glu

Asn Ser Gln

1120

Pro Val

Glu Ala Arg

1135

Val Ile

Gly Ile Arg

1150

95

Phe

Phe

Leu

Tyr

Thr

Glu

Glu

Tyr

Glu

Lys

Tyr Val Phe

1020

His
1035

Lys
1050

Ser
1065

Ala
1080

Gln
1095

Asn
1110

Gln
1125

Asn
1140

Ala
1155

Ser

Glu

Tyr

Phe

Asn

Tyr

Pro

Ser

Phe

Asp

Gly

Ser

Ala

Gln

Gln

Ile

Leu

Asp

Gly Ser Ala

His

Pro

Met

Val

Leu

Asn

Leu

Lys

Tyxr

Ile
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Cys

Phe

Ala

Gln

Lys

His

Glu

Ile

Ile

Leu

His

Glu

Ser

Ser

Gln

Pro
1160

Leu
1175

Ile
1190

Phe
1205

Gly
1220

Lys
1235

Thr
1250

Asn
1265

Tyr
1280

Glu
1295

Ser
1310

Asn
1325

Val
1340

Gly
1355

Thr
1370

Asp

Leu

Leu

Ser

Arg

Asn

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gly

Met

Tyr

Leu

Leu

Ser

Ile

Val

Glu

Ala

Ser

Pro

Ser

Ala

Val

Gly

Leu

Asp

Lys

Leu

Ala

Glu

Glu

Lys

Asn

Tyr

Ile

Pro

Ser

Tyr

Asn

Gly

Thr

Ile

Met

Asn

Thr

Glu

Ala

Ile

Thr

Ala

val

Ile

Val

Ala

Pro

Phe

Glu

Asp

Thr

Asp

val

Val

Ser
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Asp
1165

Leu
1180

Leu
1195

Ser
1210

Tyr
1225

Pro
1240

Leu
1255

Val
1270

Tyr
1285

Tyr
1300

Val
1315

Asp
1330

Asp
1345

His
1360

Cys
1375

His

Thr

Pro

Ser

Ala

Arg

Asn

Leu

Ile

Ser

Ser

Ser

Lys

Leu

Val

Ser

Tyxr

Ala

Ala

Leu

Leu

Phe

Thr

Thr

Lys

Thr

Leu

Tyr

Asn

Ile

Thr

Phe

Arg

96

Leu

Gln

Gly

Lys

Trp

Gly

Ser

Trp

Gln

Leu

Lys

Phe

Val

Thr

Tyr

Gly

Ile

Ser

Asp

Arqg

Lys

Thr

Leu

Asp

Val

His

Leu

Ser

Val

Leu

Tyr

Lys
1170

Thr
1185

Lys
1200

Glu.
1215

Asp
1230

Ala
1245

Asn
1260

Ser
1275

Thr
1290

Lys
1305

Lys
1320

Gly
1335

Thr
1350

Val
1365

Lys
1380

Gly

Ala

Phe

Thr

Ala

Asn

Arg

Leu

Glu

Ile

Gln

Gly

Arg

Gly

His

Ile

Asn

Asp

Thr

His

Leu

Leu

Met

Lys

Glu

Asn

Leu

Ala

Pro

Phe

Lys

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Val

Gln

Val

Asp

Gln

Ala

Arg

Leu

val

Gly

Thr

Thr

Asp
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Tyr

Glu

Pro

Glu

His

Cys

Ser

Gln

val

Gln

Lys

Ser

Ala

Lys

Ala

1385

Lys
1400

Ser
1415

Thr
1430

Gly
1445

Val
1460

val
1475

Pro
1490

Cys
1505

Cys
1520

Met
1535

Gln
1550

Ile
1565

Thr
1580

Asp
1595

Glu
1610

Arg

Ser

Gly

Val

Ile

Arg

Ala

Thr

Glu

Gln

Thr

Thr

Leu

Ser

Leu

Ile

Ser

Ile

Asp

Leu

Phe

Thr

Met

Gly

Glu

Ala

Ser

Leu

Glu

val

Val

Gly

Ser

Gln

Gln

Arg

Phe

Phe

Ala

Glu

Cys

Ile

Asp

Ile

Lys
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Ser

Ala

Leu

Leu

Ile

Thr

Tyr

Ala

Leu

Lys

Thr

Ile

Thr

Gly

1390

Cys
1405

Ser
1420

Asn
1435

Phe
1450

Asn
1465

Phe
1480

Val
1495

Ser
1510

Cys
1525

Asp
1540

Pro
1555

Val
1570

Tyr
1585

Phe
1600

Arg
1615

Ala

Glu

Thr

Ser

Glu

Tyr

Thr

Lys

Leu

Glu

Glu

Lys

Ile

Gln

97

Ser

Ala

Glu

Asp

Ile

Leu

Glu

Ser

Cys

Thr

Ile

Asn

Thr

Lys

Tyr

Tyr

Val

Asp

Tyr

Pro

Phe

Tyr

Asn

Val

Ile

Ala

Val

Gly

Lys

Leu

Lys

Met

Leu

Gln

Ser

Glu

His

Ile

Glu

Ser

Tyr

Phe

Glu

Val

Ile

1395

Pro
1410

Asp
1425

Lys
1440

Ile
1455

Ser
1470

val
1485

Arg
1500

Lys
1515

Ala
1530

Ala
1545

Ala
1560

Val
1575

Ala
1590

Thr
1605

Met
1620

Ser

Ile

Ala

Lys

Asp

Gly

Pro

Ile

Asp

Glu

Tyr

Lys

val

Cys

Gly

Arg

Ser

Leu

Asp

Phe

Phe

Asp

Gln

Cys

Thr

Lys

Tyr

Ala

Thr

Lys

Glu

Leu

val

Gly

Leu

Leu

Lys

Lys

Gly

Arg

Val

Lys

Glu

Asn

Glu
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Leu

Cys

Glu
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Leu Gln Ile Lys Tyr

1625

Asp Ser Leu Thr Trp

1640

Ser Ser Cys Gln Ala

1655

Asp
1670

Ile Phe Leu Asn

Asn Phe Ser Phe Arg Tyr 1Ile Tyr Pro
1630 1635

Ile Glu Tyr Trp Pro Arg Asp Thr Thr
1645 1650

Phe Leu Ala Asn Leu Asp Glu Phe Ala
1660 1665

Gly Cys
1675

98
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REIVINDICACIONES

1. Aptamero o una sal del mismo para usar en el tratamiento, prevencion o mejora de una enfermedad mediada por
una proteina de complemento C5, C5a y/o C5b-9 en un mamifero, en el que el aptamero tiene una secuencia de
nucleétidos seglin la SEQ ID NO: 4 y en el que la enfermedad es dafio de tejido ocular mediado por complemento.

2. Aptamero o una sal del mismo para usar, segun la reivindicacion 1, en el que el aptdmero comprende ademas un
PEG conjugado a su extremo 5’.

3. Aptamero o una sal del mismo para usar, segun la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que el aptamero
tiene la siguiente estructura:

H
O—C—Nwwan 5' Aptamero 3'

20 kDa mPEG—

20 kDa mPEG—

en el que ™ indica un enlazador, y

Aptamero = fCmGfCICGFCmGmGfUfCIUfCMAmMGmMGICGICTUMGMAMGIUfCIUMGMAmMGIUfUfUATCICIUMGFCmG-
3T (SEQ ID NO. 4), en el que fC y fU = 2'-fluoro nucleétidos, mG y mA = 2'-OMe nucledtidos, todos los demas
nucleétidos son 2'-OH, y 3T indica una desoxitimidina invertida.

4. Aptamero o una sal del mismo para usar, segun la reivindicacion 3, en el que el enlazador es un enlazador de
alquilo.

5. Aptamero o una sal del mismo para usar, segun la reivindicacion 4, en el que el enlazador de alquilo comprende
de 2 a 18 CH2 consecutivos.

6. Aptamero o una sal del mismo para usar, segun la reivindicaciéon 1, en el que el aptamero tiene la siguiente
estructura:

o) o

il 0\ /7
O—C_N/\/\/\\/ P\ . . '
20 kDa MPEG— H -4 O—5' Aptamero 3

20 kDa mPEG—

o una sal del mismo

en el que el Aptamero =
fCmGfCICGFICMGmMGfUfCaJfCMAMGmMGICGFCIUMGrAmMGIUfCIUMGmMAmMGTUfUfUAfCICIUMGICmG-3T (SEQ ID
NO 4), en el que fC y fU = 2'-fluoro nucleétidos, mG y mA = 2'-OMe nucleétidos, todos los demés nucledtidos son 2'-
OH, y 3T indica una desoxitimidina invertida.

7. Aptamero o una sal del mismo para usar, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el sujeto
es un ser humano.

8. Uso del aptamero o una sal del mismo que tiene una secuencia de nucleétidos segin la SEQ ID NO: 4 en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento, la prevencién o la mejora de una enfermedad mediada por una
proteina de complemento C5, C5a y/o C5b-9 en un mamifero, en el que la enfermedad es dafo de tejido ocular
mediado por complemento.

9. Uso, segun la reivindicacién 8, en el que el aptamero comprende, ademas, un PEG conjugado a su extremo 5'.

10. Uso, segun la reivindicacion 9, en el que el aptamero tiene la siguiente estructura:

H
O—C—Nwwan 5' Aptamero 3'

20 kDa mPEG—

20 kDa mPEG—
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en el que v indica un enlazador, y

Aptamero = fCmGfCICGFCmGmGfUfCIUfCMAmMGmMGICGICTUMGMAMGIUfCIUMGMAmMGIUfUfUATCICIUMGFCmG-
3T (SEQ ID NO. 4), en el que fC y fU = 2'-fluoro nucleétidos, mG y mA = 2'-OMe nucledtidos, todos los demas
nucleétidos son 2'-OH, y 3T indica una desoxitimidina invertida.

11. Uso, segun la reivindicacion 10, en el que el enlazador es un enlazador de alquilo.
12. Uso, segun la reivindicacion 11, en el que el enlazador de alquilo comprende de 2 a 18 CH2 consecutivos.

13. Uso, segun la reivindicacion 8, en el que el aptamero tiene la siguiente estructura:

Q 0

il 0\ /7
O_C_N/’\M/ P\ 2 . ,
20 kDa MPEG— H -4 O—5 Aptamero 3

20 kDa mPEG—
0 una sal del mismo
en el que el Aptamero =
fCmGfCICGICMGmMGfUfCaJfCMAMGmMGICGFCIUMGrAmMGIUCIUMGMAmMGIUfUfUAFCICIUMmMGICmG-3T (SEQ ID

NO 4), en el que fC y fU = 2'-fluoro nucleétidos, mG y mA = 2'-OMe nucleétidos, todos los demés nucledtidos son 2'-
OH, y 3T indica una desoxitimidina invertida.

14. Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 8-13, en el que el sujeto es un ser humano.
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C1 (ClgClr,Cls,) ViA CLASICA
C'l-lNHllComplejo Ag-Ab (IgG o IgG)
a C1 (C1q.CIr,Cls,) ctgfl’ ;léacl:-it:vafior ‘t!?:l la ar;ﬂa)filatr.minaJ gz:
Ca-bp] DAF | (Carboxipeptidasa C5a
cr1| MCP

DAF

!
MCP = C4b.C2a— - C3b.C4b.C2a 3
Factor I-I: Convertasas de Ci'CB ~C32 3b] Convertasas de C?*CS-J——- Csb

oR1 F~PC3b.8b ~PC3b.C3bBb—" 6

ﬂé; Properdina v Fm?:'ia‘? C5b,6
~ C3b.Bb+Ba |0psonizaci6n| DAF[* c7
mcCp
FactorD C5b,6,7 iVitronectina
C3bB & +CD59
{Clusterina
C3b + Factor B C5b,6,7,8

TSuperﬁcies microbianas, (C9)—
polisacaridos ¥

a ViA ALTERNATIVA C5b,6,7,8,(9),

Complejo de Ataque a Membrana

Fig. 1
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-
AGRUPACION OLIGO AL AZAR
(77| — —| -7
SEPARACION 10'* MOLECULAS
DE HEBRA

| 2
A
AMPLIFICACION zﬁ‘
POR PCR

CAPTURA DE AFINIDAD

H

<

LAVADO
RECOGER OLIGOS DESECHAR
UNIDOS ESPECIFICAMENTE FLUJO

\. J

Fig. 2
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20

G

G A
©—G
G....__._

G_

A.___
—G

10 :éu 30
I ~ U=

—y—A U=
g—C
g—C

—C u

9 |

- —G
g— C=
€—G
(SEQID NO: 1)
Fig. 3A
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C G
G A
©—aG
G._..
G.._._
A..._..._
— G

10 —"éu
| U30
u—aAUY
g—C
g—C
C

9.

S -
c—G
g—C
c—G

ARC330 (SEQ ID NO: 2)

J

Fig. 3B



L

ES 2 808 955 T3

U
C G
G A
C—G
G—U
G—C
A—U
C—G
U—=aA
Wee—s
I
U—A_A
g—=C
g—=C
c U
@c (
c—G@G
g—~C
c—G

U 30

ARC186 (SEQID NO: 4)

il

Fig. 3C
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mPEG— NH—C—

mPEG '-NH"C—

0
omza-lzcnz—i'f—o-ni:l

Fig. 4

0
mPEG—NH—C 0.
OCH,CH,CH,~C -N—APTAMERO
-0

mPEG-NH—C

Fig. 5
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% OLIGONUCLEOTIDO MONO-REACTIVO

% OLIGONUCLEOTIDO BI-REACTIVO

¥\~~~ PEG MONO-ACTIVADO
e\ * PEG BI-ACTIVADO

PEGilacion CONVENCIONAL

G

PEGilacién MULTIPLE
% + M —_— %

DIMERIZACION MEDIANTE PEGilacién

bt F
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- ARC186
| -a-ARCE57
1009 o ARCes8

z
g 80-| ~*=-ARC187
0 4o-
; 60
g 40-
.62 20_'
0
0,1 1 10 100
[APTAMERO] nM
Fig. 7A
ARC# MODIFICACION CON PEG | C150 (nM)
186 SIN PEG 05+0,1
657 ARC186+20 kDa 0,60,
658 ARC186+30 kDa 0,5+0,1
187 06102

1,3-BIS-(mPEG)-[20 kDa])-
PROPIL-2-(4'-BUTAMIDA)
RAMIFICADO DE 40 K

Fig. 7B
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% DE INHIBICION
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100 -»ARC187
-0- ARC1537
-0-ARC1730
-+- ARC1905

75+
50+ -

25+

LS R R | T T rrrorg T

0,01 0,1 1

LA B

gt
10

[OLIGONUCLEOTIDO DE APTAMERO] nM

Fig. 7C

ARC# MODIFICACION CON PEG| CI50(nM)

187 1,3-BIS-(mMPEG)-[20 kDa])-| 0,38 0,03
PROPIL-2-(4-BUTAMIDA)
RAMIFICADO DE 40 K

1537 LINEAL 40 K 0,39+ 0,06

1730 2xLINEAL 20 K 0,48 +0,04

1905 2,3-BIS-(mMPEG)-[20 kDa])-| 0,40+0,03

PROPIL-1-CARBAMOILO
RAMIFICADO DE 40 K

Fig. 7D
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% DE ARC186 UNIDO
(100% x CPM, ./ CPM, .+ CPM,,;,)

% DE INHIBICION

40_

30+

10
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100~
754
50
~o~CYNO
25- —HUMANO

0,1 1 10 100
[ARC658] nM

Fig. 8

-/ ARC186 (23 GRADOS C)
~~ ARC186 (37 GRADOS C)

0
0,1

T 7 L] 'I_llII 1 ] I'III'I' L] L 'I'll'll'

1 10
[C5 HUMANO] nM

Fig.9
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% DE ARC186 UNIDO
(100% X CPM, ./ CPM, o + CPM,,,)

% DE ARC186 UNIDO
(1009% X CPM,. / CPM e + CPMy100)
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~/x-ARC186 (23 GRADOS C)
50- —O-ARC186 (37 GRADOSC) O

) B

0——|—r-|-n-m-'—-1—r—n-rrrr|—-|—'r-|-rrrrq—|ﬂ—r-n-rrrl

0,01 0.1 1 10 100
[C5 HUMANO] nM
Fig. 10

52k

.
30-
20-
10+ =
T & 1 180 240 300

TIEMPO (MIN)

Fig. 11
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% DE ARC186 UNIDO
(100% X CPM, ./ CPM, _ +CPM,,00)

% DE ARC186 UNIDO
(100% X CPM, ./ CPM,.+CPM,_ )

100

75+

25
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—~1nMC5
-0-2nMC5

TIEMPO (MIN)

Fig. 12

-~ FACTOR B
-0-C5a

+C3

- Clq

- FACTORH

~%= sC5b-9

-&-C5

=~ PROTROMBINA

10 10% 103 102 100 100 10

[PROTEINA] pm

Fig. 13
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% DE C5b GENERADO SIN APTAMERO
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30
20

10

% DE APTAMERO UNIDO

0_
0,1 1 10

—&— ARC186 (NO PEG)

-13- ARC657 (20K PEG)
—<—ARC658 (30K PEG)
-O-ARC187 (40K PEG)

100 1000

[APTAMERO DE COMPETIDOR FRiO] nM

Fig. 14

100

—/x—25 GRADOS
—{—37 GRADOS

0 T T T Lt B e e |

0,1 1

[APTAMERO] pM

Fig.
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% DE INHIBICION
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100
Z 75+
‘Q
f.-; 501 ——SUERO DE CYNOMOLGUS
T -0-SUERO HUMANO
z —O—-SC HUMANA
w 25+
o
.aE
0_
"'"I—Tﬂ'mﬂr‘-‘l_l—rmﬂ]—'ﬁ"l'f!ﬂil_m‘
0,01 0,1 1 10 100
[APTAMERO] uM
Fig. 16
FAY VAL
NT A
1004 E FA A A FaY
Ty
754
50_
& pa
25+
FAY
§ A
o a
LA | L | LgE R
0,01 0,1 1 10
[ARC658] uM

Fig. 17
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FRACCION DE ARN UNIDO
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CURVAS kd DE CONJUNTOS dRmY R10

0,1
0084 ARC520+
’ —o—FLR10+
——TPR1
0’06- 0+
0,04-|
0,02
o)
-0,02 T |
10 100 1000
[C5]
Fig. 18
257
-O0— AMX(221)_A7
P s AMX(221)_E1
o —o— CONJUNTO NO SELECCIONADO
=)
Z 15
Z
%
< 10+
o
2
o
a
0 LI l| ¥ T 4.7 r'I
10 100 1000
[C5]1nM

Fig. 19
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150~ AARC186
[J CONJUNTO SIN TRATAR I

OARCOI3 _ p D§

% DE ACTIVIDAD

[APTAMERO] nM

Fig. 20

~
20 kDa mPEG—NH-C— o
OC]-IZCHZCHZ_C_N/\M -){

20 kDa mPEG—NH- c— —0’ ~O~5 APTAMERO 3'

APTAMERO =
CmGFCFCGFCMGMGFUFCAUFCMAMGMGFCGICRUMGMAMGRUfCFUMGMAMGFUUfUA
fCFCAUMGFCmG-3T (SEQ ID NO: 4)

ARC187 (SEQID NQ: 5)

Fig. 21
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APTAMERO =

wansss—o|
20 kDa mPEG —
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0

1]
TGP N O
0=\ ~O—5'APTAMERD 3'

ARC1905 (SEQ ID NO: 67)

CmGICFCGICmMGMGIUFCIUFCMAMGMGICGICIUMGMAMGIUFCFUMGmMmAmMGIUFUfUA
fCFCAUMGFCmG-3T (SEQ ID NO: 4)

L _ ;
Fig. 22
DOSIS
GRUPO N°DE | ARTiCULO VELOCIDAD MEDIDAS
RATONES | DE ENSAYO [CONC (nM)| DE PERFUSION
mL/MIN
1 5 SIN 0 3 |FRECUENCIA
APTAMERO CARDIACA. RITMO,
PRESION VENTRICULAR
IZQUIERDA
3 " APTAMERO 1500 3 |FRECUENCIA
IRRELEVANTE EN' CARDIACA, RITMO,
UNA PROPORCION PRESION VENTRICULAR
MOLAR 50 x IZQUIERDA
4 3 FRECUENCIA
ARCIBSEN | 30 * | cARDIACA RITMO,
[RGB PRESION VENTRICULAR
IZQUIERDA
ARC186 FRECUENCIA
* 3 EN UNA 0 3 | CARDIACA RITMO,
PROPORCION1 PRESION VENTRICULAR
MOLAR 10 x IZQUIERDA
ARC186 FRECUENCIA
6 4 EN UNA 1500 3 | CARDIACA RITMO,
PROPORCION PRESION VENTRICULAR
MOLAR 50 x IZQUIERDA

Fig. 23
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PRESION LV

PRESION LV

ES 2 808 955 T3

PLASMA

FALLO CATASTROFILO DE LA FUNCION CARDIACA

15

MIN

Fig. 24A

FALLO CATASTROFILO DE LA FUNCION CARDIACA

PLASMA +
APTAMERO
IRRELEVANTE

15

MIN

Fig. 24B
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PRESION LV

PRESION LV

PRESION LV
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PLASMA +
EQUIV. MOLAR DE
APTAMERO C5

1
15
MIN

118



FRECUENCIA CARDIACA (Ipm)
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507 * P<0,05 FRENTE A PLASMA
300 *
250- —F§ 3
= il “""":}
200- .
-~ PLASMA
150+ ~+ IRRELEVANTE
100- —A— ARC186 Mol
-3-- ARC186 10X Mol
50 -%- ARC186 50X Mol
0 T 1 A g e A
BASE 25 5 75 10 12 15 MEDIA + SE-
TIEMPO (MINUTOS) n = 3 POR GRUPO

Fig. 26
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CONCENTRACION RELATIVA DE C5a (Abs)

% DE AUMENTO SOBRE
EL PESO DE LINEA BASAL

0,34
0,25
0.2
0,15-

0,14

ES 2 808 955 T3

% DE AUMENTO EN EL PESO DEL CORAZON DE LINEA
BASAL DURANTE EL MODELO DE CORAZON PERFUNDIDO AISLADO

50*1
40..
> T
20+
10-
0_. P T
CORAZONES FALLIDOS ' CORAZONES PROTEGIDOS'
CON APTAMERO C5
Fig. 27

INHIBICION DE LA PRODUCCION DE C5a POR ARC186
EN EL MODELO DE CORAZON PERFUNDIDO AISLADO

\\\\\n
i

PLASMA ' APTAMERO EQUIVALENCIA EQUIVALENCIAEQUIVALENCIA
CON ESCISION MOLAR MOLAR 10 x MOLAR 50 x

Fig. 28
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CONCENTRACION RELATIVA DE C5a (Abs)

CONCENTRACION RELATIVA DE C3a (Abs)
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INHIBICION DE LA PRODUCCION DE C3a POR ARC186

EN EL MODELO DE CORAZON ECTOPICO

)

2 b\ |E ."E’ ":']

PLASMA

APTAMERO EQUIVALENCIA'EQUIVALENCIA'EQUIVALENCIA
CON ESCISION  MOLAR MOLAR 10 x  MOLAR 50 x

Fig. 29

INHIBICION DE LA PRODUCCION DE C3a POR ARC186

EN EL MODELO DE CORAZON ECTOPICO

M\\¢
T m

S
’
Ly A
P
' L
P A
-
Lt
A
LS
+
Cr
v
LA
L 'J/

PLASMA

APTAMERO 'EQUIVALENCIA EQUIVALENCIA EQUIVALENCIA
CON ESCISION  MOLAR MOLAR 10x  MOLAR 50 x

Fig. 30
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ANIMAL TRATAMIENTO IRRELEVANTE| C3b C5b-9
1-001(1/26) | NINGUNO NEG POS POS
1-002(1-26) | NINGUNO NEG POS POS
1-001 NINGUNO NEG POS POS
1-002 NINGUNO NEG 'POS POS
1-003 NINGUNO NEG POS POS
3-001 APTAMERO IRRELEVANTE MOLAR 50 x| NEG POS POS
3-002 APTAMERO IRRELEVANTE MOLAR 50 x| NEG POS POS
3-003 APTAMERO IRRELEVANTE MOLAR 50 x| NEG POS POS
4-001 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR| NEG POS POS
4-002 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR | NEG POS POS
4-003 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR| NEG POS POS
5-001 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 10 x| NEG POS NEG
5-002 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 10 x| NEG POS NEG
5-003 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 10 x| NEG POS NEG
5-004 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 10 x| NEG POS NEG
5-005 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 10 x| NEG POS NEG
6-001 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 50 x| NEG POS NEG
6-002 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 50 x| NEG POS NEG
6-003 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 50 x| NEG POS NEG
6-004 APTAMERO C5 EQUIVALENCIA MOLAR 50 x| NEG POS NEG

Fig. 31
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ANIMAL |COMPUESTO|SUERO [PROPORCIONAR NOLARJAUMENTO DE EDP| FALLO (S O N) [TIEMPO HASTAEL FALLO
1-001 | ARC658 |HUMANO 0 S S 4MIN30S
1-002 | ARC658 |HUMANO 0 S S 4MIN 385
1-003 | ARC658 [HUMANO 0 S S 3MIN20S
1-004 | ARC658 |HUMANO 0 S S 12MIN24 S
1-005 | ARC658 [HUMANO 0 S N ND
1-006 | ARC658 |HUMANO 0 S S 8MIN30S
12001 | ARC658 |HUMANO 05 S S 7MIN22S
12-002 | ARC658 |HUMANO 05 S S 7MIN30S
12-003 | ARC658 |HUMANO 05 S S 8MIN 135
2-001 | ARC658 |HUMANO 1 N N ND
2002 | ARC658 |[HUMANO 1 N N ND
2003 | ARC658 |HUMANO 1 N N ND
2-004 | ARC658 ‘|HUMANO 1 N N ND
3-001 | ARC658 |HUMANO 3 N N ND
3-002 | ARC658 |HUMANO 3 N N ND
3003 | ARC658 |HUMANO 3 N N ND
6001 | ARC658 |PRIMATE 0 S S 2MIN30S
6002 | ARC658 |PRIMATE 0 S S 2MIN47 S
6-003 | ARC658 |PRIMATE 0 S S 3MIN30S
6004 | ARC658 |PRIMATE 0 S S 1MIN28S
6a-001 | ARC658 |PRIMATE 3 S S S5MIN2S
6a-002 | ARC658 |PRIMATE 3 S S 4MIN30S
62003 | ARC658 |PRIMATE 3 S S 3IMIN43 S
6a-004 | ARC658 |PRIMATE 3 S S 8MINOS
7-001 | ARC658 |PRIMATE 10 S N ND
7-002 | ARC658 |PRIMATE 10 S N ND
7-003 | ARC658 |PRIMATE 10 S S OMIN15S
7-004 | ARC658 |PRIMATE 10 ) N ND
9-001 | ARC658 |PRIMATE 20 S S 12MIN50S
11-001 | ARC658 |PRIMATE 30 S N ND
11-002 | ARC658 |PRIMATE 30 S S 10MINOS
11-003 | ARC658 |PRIMATE 30 S N ND
13-001 ARC658 | PRIMATE 50 N N ND
13-002 | ARC658 |PRIMATE 50 N N ND
13-003 | ARC658 |PRIMATE 50 N N ND

Fig. 32
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APTAMERO DE LONGITUD COMPLETA NORMALIZADO
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1000y
100 06> =B e
104 =<>-- PLASMA DE CYNOMOLGUS
. —o— PLASMA DE RATA
1
0- T 1 T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

TIEMPO DE INCUBACION (H)

Fig. 33
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REGIMEN DE

GRUPO NUMERO DE| ARTiCULO NIVEL DE VOLUMEN DE RECOGIDA
[NUMERO| ANIMALES | pE PRUEBA [DOSIFICACION (mglkg)| DOSIFICACION (mLlkg) [DOSIFICACION|DE MUESTRA
BOLO t=PRE-DOSIS,

1 3 2:3;:?;6 10 1 INTRAVENOSO{ 05,1,2,4,8,
ELDIA1 |16,24,32,48 HRS
BOLO t=PRE-DOSIS,

9 3 _mﬁfoﬁaﬁige 10 1 INTRAVENOSO|  05,1,2,4,8,
ELDIA1 |16,24,32,48 HRS
BOLO t=PRE-DOSIS,

3 3 40“:3; o 10 1 INTRAVENOSO| 05,1,2,4,8,
ELDIA1 [16,24,32,48 HRS

Fig. 34

PK CONJUGADOS DE APTAMERO-PEG ANTI-C5 EN RATA SPRAGUE-DAWLEY
APTAMERO| ARC657 ARC658 ARC187
IGRUPO PEG| 20 kDa 30 kDa 40 kDa
MEDIA | STDEV | MEDIA | STDEV | MEDIA | STDEV
TIEMPO(HRS) | Cp(uM) | Cp(uM) | Cp (uM) | Cp (uM) | Cp (uM) | Cp (uM)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 12,77 2,67 297 0,62 6,52 1,77
1 13,38 2,08 4,09 1,44 7.94 1,08
2 6,63 1,87 340 0,66 6,57 1,56
4 2,38 0,87 2,22 0,39 4,56 0,54
8 0,72 0,18 2,87 1,84 1,53 0,57
12 0,31 0,03 0,60 0,09 1,45 017
24 <LLOQ | <LLOQ 0,47 0,17 0,73 0,03
32 <LLOQ <LLOQ | <LLOQ <LLOQ 049 0,01
48 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LL0Q 0,27 0,02
Fig. 35
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[APTAMERO] EN PLASMA (nmol/L)
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PERFIL DE PK EN PLASMA DE ARC657 (20 K),

100

20 kD PEG

30 kD PEG

ARC658 (30 K), ARC187 (PEG DE 40 K)

40 kD PEG

10

1 - 5§ E L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

TIEMPO (HR)

Fig. 36
DOSIS [RUTA DE|GRUPO| AUC,,, |[ty(0|t, @) v

ESPECIE) ma/ka)| ADMIN. | PEG |(ugimh) | (ug_hr/mb) | (HR) | (HR) |(mL/min_kg)|(mijkg)

RATA| 10 | v | 20k0 | 16997 | 458 - | 208 036 65

RATA| 10 | v | 30k0 | 5200 | 497 - | 740 | 034 220

RaTA| 10 | v | aokp | 10085 | 886 - |1s00| oa9 188
Fig. 37
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GRUPO | N°DE | ARTiCULO DOSS RUTADE| RECOGIDA DE
N°  |ANIMALES| DE ENSAYO [(on T ey | DOSIS MUESTRA
T [ | o |« | v e
2 33F ARC1905 10 4 v ':?EEZEO:E;S;;'&R‘;
Fig. 38A

PK03002-020:; C5 NEKTAR (ARC187)
V. NOF (ARC1905) EN RATONES CD-1

127

100000
© ARC1905
1000055 --o--ARC187 LLOQ
= T
= O ——p
S 1000 g3
14
S 100
I R
% 10
1 7 T T T T 1 T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
TIEMPO, [HR]
Fig. 38B
ANALISIS DE PK NO COMPARTIMENTADO
ATRIBUTO | UNIDAD | ARC1905 ARC187
Cmax 1M 12 10
AUC, HM-HR 88 89
MRT, HR 1 11
CL mL/min. kg 0,15 0,15
Vss mL/kg 95 96
K10 1/HR 0,151 0,121
t1/2 (K10) HR 5 6
Fig. 38C
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APTAMERO PRE 1HR 3HR 6HR
ARC657 NO si si si
ARC658 NO si si si
ARC187 NO si si si
Fig. 39
GRUPO |NUMERO DE| ARTICULO |  NVELDE VOLINENDE | REGIMEN DE | RECOGIDA
NUMERO| ANIMALES |DE ENSAYO |D0SFICACION (nglkg)| DOSIFICACION (mLikg)|DOSIFICACION| DE MUESTRA
t= PRE-DOSIS
BOLO 1,5,10,15Y 30
. 1 i 30 3 INTRAVENOSO | MINUTOS EN 1,2, 4,
ELDIA1 | 6,8,1224,48,72,
96 Y 172 HORAS
t= PRE-DOSIS
BOLO 1,5,10,15Y 30
2 1 ARCG58 30 3 INTRAVENOSO | MINUTOS EN 1,2, 4,
30kDa PEG ELDIA1 | 6812244872,
96 Y 172 HORAS
t= PRE-DOSIS
BOLO 1,5,10,15Y 30
3 i ARC187 30 3 INTRAVENOSO| MINUTOS EN 1, 2, 4,
40 kDa PEG ELDIA 1 6, 8,12 24,48, 72,
96 Y 172 HORAS
Fig. 40
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PK DE CONJUGADOS DE APTAMERO-PEG ANTI-C5 EN MACACO CYNOMOLGUS

APTAMERO ARC657 ARC658 ARC187
GRUPO PEG 20 kDa 30 kDa 40 kDa
MEDIA MEDIA MEDIA

TIEMPO (HRS) Cp (uM) Cp (uM) Cp (uM)

0 0,00 0,00 0,00

0,08 16,41 21,99 18,00

0,25 16,64 22,67 17,26

0.5 19,38 26,16 24,17

1 19,36 27,08 21,79

4 7.73 14,16 21,69

8 2,03 6,02 16,68

12 1,10 3,04 13,11

24 0,36 0,95 7,24

48 0,15 042 2,30

72 0,07 0,25 0,96

96 0,03 0,23 0,54

192 0,01 0,04 0,14

Fig. 41
DOSIS [RUTADE [GRUPO| €. | ABC,. |t,,(0)(t,,(p) c V
ESPECIES | (markg)| ADMIN. | PEG | (ugimi) | (ug_he/mb) | (R) | (HR) |(mL/min_ka)|(mLikg)
PRIMATE | 30 v | 20kD | 293 1191 235 | 31.80 0.41 273
PRIMATE | 30 IV | 30kD | 385 2484 333 | 40.08 0.20 233
PRIMATE | 30 IV | 40kD | 316 6752 1238 | 60.11 0.07 141
Fig. 42

129




[sC5b-9] pg/mL

[sC5b-9] pg/mL
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[sC5b-9] FRENTE A TIEMPO

100
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1
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Fig. 43B
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[C5a] FRENTE A TIEMPO
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Fig. 43C
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Fig. 43D
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GRUPO |NUMERO DE| ARTICULO |  NNVELDE VOLUMENDE | REGIMEN DE | RECOGIDA
NUMERO| ANIMALES |DE ENSAY O |00SFCACIN (ngkg{DOSIFICACION (mLikg) [POSIFICACION| DE MUESTRA
t = PRE-DOSIS
5,10,15Y 30
BOLO e
ARC658 MINUTOS EN 1, 2, 4,
' 4 30 kDa PEG 2 3 'NTE’L““B?E?SO 6,8, 1224, 48,72,
9, 144 Y
192 HORAS
t= PRE-DOSIS
ARC187 B0LO | oS Nt 2,4
2 . 40kDa PEG 30 3 'NTEFS]T?SO 6,8, 12 24, 48, 72,
96, 144 Y
192 HORAS
Fig. 44
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%‘ 10000 —o— ARC187
@  1000-
- 3
o
S 1004
o
i
i 10-
<
=
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< 0 e s e S T et e e
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
TIEMPO, [HR]
Fig. 45
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DOSIS IRUTADE GRUPO| C_., ABC, gm(u) tm(ﬁ) d v
ESPECIE|(mg/ka)| ADMIN. | PEG | (uM) |(ug_hw/mL) | (HR) | (HR) |(mL/min_kg)|(mLikg)
PRIMATE| 30 v 30kD 519 3059 235 | 3045 0.16 213
PRIMATE| 30 v 40kD 609 8061 448 | 5313 0.06 168

Fig. 46
10°
80000 a ARC658
© ARC187

[sC5b-91 ng/mL

0 10 20 30 40 50
[APTAMERO] uM

Fig. 47
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0T
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Fig. 48
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GRUPO [NUMERO DE| ARTIcULO | wveLDE | POUF | VOLUMEMDE | peciyey pe f”'-;':‘f:i“
NUMERO| ANIMALES  |DE ENSAYO|DOSIFICACION mghal] ety (70 4 2 [pOSIFICACION|  DELA
1mglkg DE 04mlkgDE | BOLO I\CF) E
BOLOIV'Y BOLOIVY | INFUSION
L 3 ARCIST | 0 0013 mglkgimin | '® | 0,1872 mLikgidia |DE 48 HoRAS| DIA 8
DE INFUSION IV DE INFUSION IV | ELDIA 1
Fig. 49
| posis|Rutape{eruro| c... | ABc, |[t,@][t,®]| « v
ESPECIES o | Y12 12 S5
(mg/kg)| ADMIN. | PEG | (png/ml) | (ug_hr/mL) | (HR) | (HR) |(mL/min_kg) {mL/kg)
PRIMATE| 30 v | 40kD | 610 8061 448 | 5313 | 006 168
Fig. 50
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APTAMERO EN PLASMA (nM)
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—CALCULADO
o REAL

] | |
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Fig. 51
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DOSIS (OLIGO)
P.MOL. | P.MOL. | t,,(a) t, (B
TAL PARA 1,
APTAMEROGRUPO PEG| (0LIGO) | (ToTAL) (1R) (HR) TO N (gl}A 5
ARC187 40 kDa 12,703 52,703 448 53.13 0.40
Fig. 53
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Fig. 54
ACT (SEGUNDOS)

TRATAMIENTO DONANTE 14 DONANTE 2% DONANTE 3%
LINEA BASAL 133+30 145+12 138+ 1
+HEPARINA 842495 519+ 16 450+ 15
+HEPARINA & ARC187 nd 618455 492+ 28
4+ HEPARINA & PROTAMINA 160+ 11 155+ 6 159+9
+ HEPARINA, PROTAMINA & ARC187 20045 172+1 169+8

95 U/mL HEPARINA; ®4 U/mL HEPARINA; nd, NO DETERMINADO

Fig. 55
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ACT (% DE LINEA BASAL)
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